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L’entérotoxémie bovine est un syndrome aigu à suraigu caractérisé par une mort subite et des 
lésions nécrohémorragiques au niveau de l’intestin grêle.  Sous l’influence de facteurs déclenchants 
encore mal connus, l’entérotoxémie est associée à une multiplication exponentielle de Clostridium 
perfringens dans des portions souvent limitées de l’intestin grêle et une production de toxines à 
actions locales et systémiques. 
Parmi les nombreuses toxines potentiellement impliquées dans la genèse des lésions, la toxine beta2 
(CPB2) mérite une attention particulière.  Elle a été découverte chez des porcelets atteints d’entérite 
nécrotique (Gibert et al., 1997). Par la suite, de nombreuses études ont permis de la mettre en 
évidence chez d’autres espèces animales dans des circonstances pathologiques diverses ainsi que 
chez des animaux sains. Deux allèles du gène cpb2 ont rapidement été définis : cpb2 consensus, 
associé initialement aux souches porcines, capables d’exprimer CPB2 et cpb2 atypiques, mis en 
évidence dans les autres espèces et a priori incapable d’exprimer la toxine (Jost et al. 2005). Les 
souches qui produisent la CPB2 sont, donc, largement distribuées, mais l’implication de cette toxine 
dans les pathologies intestinales n’est pas encore élucidée.  Chez les bovins, les résultats d’une étude 
réalisée dans notre laboratoire sur anses intestinales ligaturées ont suggéré une action synergique 
entre la toxine alpha et la toxine CPB2 pour expliquer les lésions hémorragiques observées dans le 
modèle (Manteca et al., 2002).  C’est dans le prolongement de cette étude que le présent travail a 
débuté en 2000.  
L’objectif général était de déterminer si la toxine CPB2 est ou non associée à des cas d’entérotoxémie 
bovine rencontrés sur le terrain.  Avant de réaliser ces enquêtes cas/témoins, il a fallu au préalable 
produire une toxine CPB2 d’origine bovine, la purifier et se doter d’outils de détection spécifiques du 
gène cpb2 et de la toxine.  L’ensemble du travail a été organisé en 6 études. 
Etude 1 - Une souche de C. perfringens, isolée d’un bovin mort d’entérotoxémie, et porteuse du gène 
cpb2 a été choisie pour cloner le gène d’intérêt.  Des amorces spécifiques ont été dessinées afin 
d’amplifier la séquence codant pour la forme mature de la protéine : CPB2FM, sans son promoteur, 
ni son peptide signal.  
Etude 2 - Cette séquence a ensuite été insérée (i) dans un plasmide d’expression utilisable à la fois en 
Escherichia coli (E. coli) et en Bacillus subtilis (B. subtilis), le pBLTS72; ainsi que (ii) dans le 
chromosome de B. subtilis sous forme de copie(s) simple ou multiples, grâce à un plasmide intégratif, 
le pAC7. Le gène étant dans les 2 cas, sous la dépendance d’un promoteur et d’un peptide signal 
présent sur les plasmides correspondants. Pour optimiser la production de CPB2FM, ont été testées 
notamment (i) des souches d’E. coli dont  les BL21-CodonPlus (DE3)-RIL, capables de compenser la 
rareté de certains codons (t-RNA) chez E. coli par rapport à C. perfringens et (ii) des milieux de 
cultures complémentés en certains acides aminés (L-Cys, L-Trp) pour compenser l’auxotrophie des 
souches B. subtilis.  Des antiprotéases ont également été utilisées pour limiter la dégradation de 
CPB2FM en cours des étapes de production et de purification. La toxine CPB2FM produite était 
présente dans le surnageant de culture de B. subtilis et dans la fraction des protéines solubles des E. 
coli. Le meilleur niveau de production a été obtenu avec le surnageant des B. subtilis transformés 
avec le plasmide pBLTS-72-cpb2FM. L’évaluation de la production a été réalisée par Western Blot 
(WB) avec des anticorps polyclonaux anti-CPB2 (Pr Frey). Le nombre de clones obtenus, la croissance 
des bactéries transformées et les niveaux de production étaient moindres avec cpb2FM qu’avec une 




permis d’obtenir une protéine suffisamment pure pour produire des anticorps polyclonaux  
spécifiques de CPB2FM en lapins. 
Etude 3 - Vu les faibles niveaux de production obtenus dans la seconde étude, la production de 
protéines tronquées, N-terminale (couplée à la beta-lactamase Bla-P) et C-terminale (couplée à la 
Glutathion S-transferase, GST) a été réalisée.  Un processus similaire à celui décrit pour la production 
de CPB2FM a été mis en œuvre, mais avec expression en E. coli souches DH5, BL21-CodonPlus 
(DE3)-RIL et SF120, déficientes en certaines protéases bactériennes, qui se sont révélées plus 
efficaces. La purification par chromatographie a abouti à des protéines pures à plus de 90%, 
compatibles avec la production d’anticorps polyclonaux spécifiques en lapin dirigés contre ces 
protéines tronquées. Les niveaux de productions obtenus étaient significativement supérieurs à ceux 
obtenus pour CPB2FM dans l’étude 2.  Les amorces et les anticorps polyclonaux produits au cours 
des 3 premières études ont été utilisés dans les deux études suivantes. L’objectif des études 4 et 5 
était de comparer la prévalence et l’expression des différents allèles du gène cpb2 dans des 
populations cas/témoin (bovins morts d’entérotoxémie / bovins sains à l’abattoir). La quatrième 
étude a été réalisée sur des veaux d’élevages dits conventionnels et la cinquième sur des veaux de 
boucherie. Enfin, la sixième étude s’est focalisée sur l’analyse des séquences de cpb2 bovines, y 
compris la séquence en amont de cpb2fm. 
Etude 4 - La prévalence du gène cpb2 a été comparée entre des souches de C. perfringens isolées de 
veaux morts d’entérotoxémie (diagnostic nécropsique et bactériologique : groupe cas, 8 veaux, 41 
isolats) et des souches isolées de veaux sains à l’abattoir (groupe témoin, 14 veaux, 87 isolats). Les 
souches cpb2 positives ont été testées pour déterminer le type d’allèle présent (soit l’allèle 
consensus de type « porc », soit l’allèle atypique de type « non porc ») et évaluer leur capacité à 
exprimer la toxine CPB2. Dans le groupe de bovins morts d’entérotoxémie, 68 % des souches (28/41) 
étaient cpb2 positives et toutes renfermaient l’allèle cpb2 consensus. Dans le groupe témoin, la 
prévalence du gène cpb2 était significativement (p<0,05) inférieure (46 %, 40/87) et les deux allèles 
étaient présents : 67,5 % d’allèle cpb2 consensus (27/40) et 32,5% d’allèle cpb2 atypique (13/40). 
L’expression de la toxine CPB2 était également différente. Dans le groupe des bovins morts 
d’entérotoxémie, l’allèle cpb2 consensus exprimait CPB2 dans 64 % des cas (18/28) tandis que dans 
le groupe témoin, seuls 22 % (6/27) des allèles cpb2 consensus exprimaient la toxine. Notons que 
dans le groupe témoin, les allèles cpb2 atypiques exprimaient CPB2 dans 69 % des cas (9/13).  
Cette enquête de terrain a donc démontré que, comparée à celle d’un groupe témoin, la prévalence 
du gène cpb2 était significativement plus élevée au sein de souches isolées de veaux morts 
d’entérotoxémie et que toutes les souches cpb2 positives présentaient un seul type d’allèle (cpb2 
consensus). La capacité d’expression de la toxine CPB2 était également plus élevée dans le groupe 
cas que dans le groupe témoin. Enfin, la capacité d’expression de CPB2 des souches porteuses de 
l’allèle atypique est  non nulle. 
Etude 5 - L’étude réalisée sur des veaux de boucherie n’a pas mené aux mêmes conclusions. Le gène 
cpb2 n’a été détecté qu’au sein de souches issues de veaux morts d’un syndrome « enterotoxaemia-
like », avec une prévalence de 20% (19/92), inférieure à celle de l’étude précédente. Parmi les 
souches cpb2 positives, l’allèle cpb2 atypique était le plus fréquent (74%, 14/19). Par ailleurs, aucune 
expression de la toxine CPB2 n’a été mise en évidence, quel que soit l’allèle présent. 
Etude 6 - Enfin, la dernière étude a été réalisée afin de comparer les séquences cpb2 (allèles 
consensus et atypique) issues de souches d’origine bovine à des séquences déjà publiées. Trois 




séquence cpb2 du pCPC13 (plasmide de référence) qui sont fortement apparentées (>99%); (ii) 
cluster 2 : les séquences cpb2 consensus d’origine porcine (~ 94% d’identité avec le cluster 1) ; (iii) 
cluster 3 : les cpb2 atypiques quelle que soit l’espèce animale d’origine forment un cluster à part 
(~75% d’identité avec les 2 autres clusters). Globalement, les gènes cpb2 possèdent une homologie 
de séquence d’environ 88%. Cette dernière étude a aussi permis l’analyse de la séquence en amont 
de cpb2fm. Des différences par rapport à la séquence de référence (souche CWC245) ont été mises 
en évidence, qui peuvent expliquer les difficultés à amplifier la séquence complète en début d’étude. 
Une séquence promotrice et un peptide signal correspondant à une protéine excrétée dans le milieu 
extracellulaire ont été mis en évidence. Dans le peptide signal, la délétion d’une adénine (6 au lieu de 
7) qui engendre un STOP de traduction précoce est fréquente au sein des souches d’origine bovine. 
Néanmoins, cette délétion n’empêche pas systématiquement l’expression de la toxine CPB2. Ce 
maintien de l’expression pourrait être dû à la présence d’un autre ATG au début de l’ORF au sein des 
gènes cpb2 d’origine bovine et/ou au rétablissement de l’ORF grâce à un mécanisme de codons 
glissants. 
Conclusion  Les données bibliographiques suggèrent depuis très longtemps que la toxine alpha de C. 
perfringens est un acteur moléculaire indispensable dans la physiopathologie de l’entérite nécro-
hémorragique foudroyante chez les bovins. La toxine alpha est donc nécessaire, mais pas suffisante 
puisque sa présence seule ne reproduit ni la nécrose foudroyante, ni le syndrome cardiovasculaire 
fatal observés dans les cas naturels d’entérite nécro-hémorragique. D’autres facteurs sont donc à 
l’œuvre et il était logique de considérer d’abord la candidature des autres toxines produites par C. 
perfringens. En commençant cette thèse, nous projetions d’évaluer la candidature de la toxine CPB2. 
La première partie des travaux a consisté à caractériser les différents allèles présents au locus cpb2 
et à se donner les moyens de détecter la toxine elle-même. Quoique le processus fût parsemé 
d’obstacles, nous avons finalement réussi à produire et à purifier une toxine CPB2 recombinante. 
Utilisée comme antigène dans un processus d’hyperimmunisation, elle nous a permis d’obtenir un 
antisérum polyclonal spécifique. L’étude d’association que nous avons menée ensuite a révélé une 
situation très différente selon la spéculation envisagée. Chez le veau d’élevage conventionnel, nous 
montrons une association significative entre le syndrome étudié, la présence du gène cpb2 et la 
présence de la toxine CPB2. Inversement, chez le veau de boucherie, les animaux porteurs du gène 
n’exprimaient pas la toxine, ce qui confirme une étude parue récemment (Valgaeren et al., 2013). Le 
séquençage des souches a permis de mieux comprendre la filiation des différents allèles de cpb2 
(bovins), la capacité d’expression chez les souches bovines porteuses d’un allèle cpb2 dit atypique et 
les difficultés rencontrées en début d’étude. Ensemble, nos résultats suggèrent que la toxine CPB2 
pourrait jouer un rôle dans la physiopathologie de l’entérite nécro-hémorragique chez les bovins, 
mais dans certaines circonstances seulement, lesquelles semblent réunies chez le veau d’élevage. A 
défaut de résoudre définitivement la question du cofacteur de la toxine alpha, notre travail souligne 
le rôle-clé de l’environnement en général, de l’alimentation et du management en particulier, sur la 











Cattle enterotoxaemia is an acute to hyperacute syndrome, which is characterized by the sudden 
death of the cattle and the presence of hemorrhagic lesions in the small intestine. Under the 
stimulus of misunderstood triggering factors, the enteroxaemia is associated with an exponential 
overgrowth of Clostridium perfringens in, often limited, small intestine segments and the production 
of toxins acting locally or systemically. 
Among the numerous potentially implicated toxins in the genesis of these lesions, the beta2 toxin 
(CPB2) deserves special attention. Discovered in piglets suffering from necrotic enteritis (Gibert et al., 
1997), it was thereafter detected in other animal species suffering of various diseases, but also in 
healthy animals. Two alleles were quickly defined (1) consensus cpb2, associated to swines’ strains 
able to produce CPB2 and atypical cpb2, detected in strains from other species and a priori unable to 
express CPB2 (Jost et al., 2005). The strains that could produce CPB2 were widely distributed but the 
real implication of this toxin in intestinal diseases is not yet clarified. In cattle, the results of a study 
on intestinal ligated loops in our lab, suggested a synergistic effect of alpha and beta2 toxins to 
explain the hemorrhagic lesions observed in this assay (Manteca et al., 2000). The present work, 
begun in 2000, is the continuation of this study. 
The global goal was to determine wether the CPB2 toxin was associated, or not, with the cattle 
enterotoxaemia observed in field conditions. Prior to realizing a case/ control study, we had to 
produce and purify a CPB2 toxin from cattle strains and we had to have specific tools able to detect 
the cpb2 gene and the corresponding toxin. The whole work was organized in 6 studies. 
Study one -   A strain of C. perfringens, coming from a cattle dead of enterotoxaemia and carrying the 
cpb2 gene, was chosen to clone the targeted gene. Specific primers were designed to amplify the 
sequence encoding for the mature protein: CPB2FM, without either its promotor nor its signal 
peptide. 
Study two - This sequence was then inserted (i) in a shuttle plasmid able to express protein in 
Escherichia coli (E.coli) and in Bacillus subtilis (B. subtilis), called pBLTS-72; but also (ii) in the 
chromosome of B. subtilis, as a unique or multiple copy(ies), using an integrative plasmid, the pAC-7. 
In those two constructions, cpb2fm was under the control of a promoter and a signal peptide of the 
corresponding plasmids. In order to optimize the level of production of CPB2FM, various strains and 
culture conditions were tested, of which (i) E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL, able to balance the 
deficit in specific t-RNA codons in E. coli compared to C. perfringens, but also (ii) culture media 
enriched in some amino acids (L-Cys, L-Trp) against the auxotrophy of B. subtilis. Antiproteases were 
used too, to limit the degradation of CPB2FM all along the process of production and purification. 
The CPB2FM toxin was located in the culture supernatant of B. subtilis and in the proteins soluble 
fraction of E. coli.  The best level of production was reached with B. subtilis carrying pBLTS-72-
cpb2FM. The production was measured by Western Blot (WB) using polyclonal antibodies against 
CPB2 (provided by Pr Frey). Transformations, cells growth and level of protein production were lower 
in cpb2FM transformed cells than in the same cells carrying a control protein. The purifications 
needed multiple steps but they have achieved levels and purity compatible with immunization and 
obtaining specific polyclonal rabbit antibodies against CPB2FM. 
Study three - As the level of production was lower than expected, chimeric proteins N-terminal (with 
beta-lactamase Bla-P) and C-terminal (with Glutathion S-transferase, GST) were constructed. The 
same process was used than for CPB2FM, and the expression was realized in  E. coli DH5, BL21-




Purification led to a purity >90%, consistent with production of specific polyclonal antibodies against 
the CPB2-Nt_BlaP and GST-CPB2-Ct. Levels of chimeras production were higher than those of 
CPB2FM. 
The primers and polyclonal antibodies produced during the three first studies were used in the two 
following studies. The aim of the studies four and five was to compare the prevalence and the 
expression in vitro of the different cpb2 alleles in case and control population: cattle dead of 
enterotoxaemia or healthy cattle, dead at the slaughterhouse. Study four was realized on calves from 
family farms (conventional breeding) and study five in veal calves. Finally, study six focused on the 
analysis and comparison of cpb2 sequences from cattle strains, including the sequence upstream of 
cpb2fm. 
Study four - The prevalence of cpb2 was compared between C. perfringens strains from calves dead 
of enterotoxaemia (necropsic and bacteriologic diagnosis of cases group : 8 calves, 41 strains) and C. 
perfringens strains from healthy calves, sampled at the slaughterhouse (control group, 15 calves, 87 
intestinal strains). The cpb2 positive strains were tested to determine the allelic group (either the 
consensus “swine” cpb2, or the atypical “non swine” cpb2) and to assess their ability to express the 
CPB2 toxin. 
In the case group (enterotoxaemia), 68 % of the strains (28/41) were cpb2 positive and all of them 
carried the consensus cpb2. If the control group, the prevalence of cpb2 was significantly (p<0,05) 
lower (46 %, 40/87) and the two alleles were detected :  67,5 % of  consensus cpb2 (27/40) and 
32,5% of atypical cpb2 (13/40). The expression of CPB2 toxin was also different. In the case group 
64% of the strains carrying the consensus cpb2 allele could expressCPB2 (18/28), while in the control 
group, only 22% of the strains carrying the consensus cpb2 allele can express the toxin (6/27). 
Interestingly, in control group, 69% (9/13) of the strains carrying the atypical cpb2 could also express 
CPB2. 
This field study proved that compared to a control group, the prevalence of the cpb2 gene was 
significantly higher in strains from calves dead of enterotoxaemia and that in this case group, all the 
cpb2 positives strains carried the same allele: consensus cpb2. The capacity to express the CPB2 toxin 
was also higher in the case group than in the control group. And the capacity of strains carrying 
atypical cpb2 is non-zero. 
Study five – The study realized in the veal calf industry did not lead to the same conclusions. The 
cpb2 gene was only detected in calves dead of enterotoxaemia-like syndrome, with a prevalence of 
only 20% (19/92), lower than in the previous study. Among the cpb2 positive strains, the atypical 
cpb2 allele was the most prevalent (74%, 14/19). More, no CPB2 expression could be detected, 
regardless the carried allele. 
Study six – The last study aimed to compare the cpb2 sequences (consensus and atypical cpb2) from 
cattle strains between themselves and with other sequences yet published and characterized. Three 
clusters could be identified (i) cluster one : consensus cpb2 sequences from cattle (or non-swine 
origin) and cpb2 sequence of pCPC13 (reference plasmid) were closely related (>99%); (ii) cluster 
two : consensus cpb2 sequences from swine origin (~ 94% of identity with the cluster 1) ; (iii) cluster 
three : all the atypical cpb2 sequences whatever the species of origin form a separate cluster (~75% 
of identity with the two other clusters). Overall, the cpb2 genes have a sequence homology of about 
88%. 
This last study had also allowed to analyze the sequence upstream the cpb2fm. Sequence differences 




difficulties encountered to amplify the complete gene sequence in 2000. A signal peptide and 
promotor sequences reliable with an extracellular excreted protein were found.  In the peptide signal 
sequence, the deletion of an adenine (6 in place of 7) which generates early STOP codon is frequently 
present in strain from cattle origin. Nevertheless, this deletion is not systematically linked to the 
incapacity to express the CPB2 toxin. The restoration of the capacity of expression could come from 
the presence of another ATG, start codon at the beginning of the ORF in this strains and/or the ORF 
could be restored by the slippery codons mechanism. 
 
Conclusion - For a long time, bibliographic’ data suggested that alpha toxin from C. perfringens is a 
molecular key factor in the cattle hyperacute necrohemorrhagic enteritis physiopathology. The alpha 
toxin is necessary but not sufficient, since this toxin alone is not able to induce neither the 
hyperacute necrosis, nor the fatal cardiovascular syndrome observed in cases of spontaneous 
necrohemorrhagic enteritis or enterotoxaemia. Other factors should therefore intervene and 
logically, the first candidates considered were the other toxins of C. perfringens. 
At the beginning of this PhD, we aimed to evaluate the role of the CPB2 toxin. The first step of this 
work consisted of characterizing the different alleles present at the cpb2 locus and developing the 
means to detect the toxin itself. Despite the obstacles encountered, we finally succeeded in 
producing and purifying a recombinant CPB2 toxin. Used as antigen in a hyperimmunization process, 
this recombinant toxin allowed producing a specific polyclonal antiserum. The association studies we 
conducted later revealed a very different situation according to the speculation. In the calves from 
conventional, family farms, we showed a significant association between the studied syndrome, the 
presence of the cpb2 gene and the presence of the CPB2 toxin. Conversely, in veal calf industry, the 
calves carrying the gene cpb2 did not express the toxin, which confirmed a study published recently 
(Valgaeren et al., 2013). The sequencing of different cpb2 cattle genes brought to a better 
understanding of the phylogeny of the different alleles of cpb2, the capacity of expression of the 
strains carrying an atypical cpb2 allele and some difficulties encountered in the beginning of the 
study. 
Taken together, our results suggest that the CPB2 toxin may play a role in the pathophysiology of 
necrohemorrhagic enteritis in cattle, but in certain circumstances only, which appeared to be 
common in family farmed calves. Failing to definitively resolve the issue of the alpha toxin cofactor, 
our work highlights the key role of the environment in general, food and management in particular, 




















Le travail qui suit est articulé en 4 grands volets. 
Le premier volet est une introduction au monde des clostridies d’intérêt médical et plus à Clostridium 
perfringens en médecine vétérinaire. 
Les objectifs du travail sont expliqués dans le second volet. 
Le troisième volet correspond à la partie expérimentale et présente les 6 études réalisées dans le 
cadre de ce travail, sous forme d’articles scientifiques ou de travaux non publiés. Pour des raisons de 
clarté, ces études ne sont pas présentées de façon chronologique mais regroupées par thème. Les 
trois premières études abordent la production de la toxine et d’outils pour la détecter (partie 1). Les 
trois études suivantes traitent de l’épidémiologie du gène cpb2 et de la toxine CPB2 dans le contexte 
de l’entérotoxémie bovine en Belgique. 
Enfin, le quatrième volet est consacré à la discussion générale et aux perspectives qui s’ouvrent dans 
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La toute première évocation de ce qui pourrait être une clostridie remonte au 18ème siècle (1721) 
où le Sieur de Tymogne (Edmée de Guyot) évoque des petits vers présents en très grande quantité 
en cas de gangrène. Il les caractérise comme étant des vers minuscules nécessitant l’usage du 
microscope pour être visibles. Pasteur sera le premier à les mettre en culture dans la deuxième 
moitié du 19e siècle (1863) et il introduira les notions d’organismes aérobies et anaérobies. Les 2 
clostridies les plus connues, agents du tétanos et du botulisme, seront respectivement cultivées en 
1889 par le japonais Kitasato et en 1897 par le belge van Ermengen. Quant à Clostridium perfringens 
(C. perfringens), il est communément admis que Welch et Nuttall l’ont découverte en 1892, même si 
Prévot en cite une description légèrement antérieure par Achalme (1891). Elle a eu plusieurs 
dénominations, d’abord Bacillus aerogenes capsulatus, ensuite Clostridium welchii en l’honneur de 
Welch et, enfin, Clostridium perfringens. 
1.1.2. Description 
 
Le genre Clostridium appartient à la famille des Clostridiaceae, ordre des Clostridiales, classe des 
Clostridia,  phylum des Firmicutes  et comprend 208 espèces (www.bacterio.net/clostridium.html, 
2015). Il s’agit de bactéries à Gram positif plus ou moins labile, anaérobies plus ou moins strictes, de 
forme bacillaire mais à morphologie variable (coccoïdes à filamenteuses), la forme caractéristique 
restant le bâtonnet épais et régulier. Elles sont catalase et peroxydase négatives. Leur aptitude à 
former des endospores thermorésistantes garantit leur persistance dans le temps.  
  
1.2. Systématique  
 
Contrairement à de nombreuses bactéries issues d'échange de matériel génétique entre subphyla 
d’un même phylum, les bactéries capables de former des endospores, dont les Clostridies, semblent 
toutes issues d’un subphylum commun nommé Clostridium/Bacillus  à évolution monophylétique 
(table 1). Ce subphyllum se caractérise également par un taux de guanine + cytosine (G+C) inférieur à 
55 mol%.  Au-delà de ce point commun, la systématique du genre Clostridium, fortement 
hétérogène, est complexe. Les avancées en génétique moléculaire ont permis une meilleure 
compréhension de l’évolution de genre Clostridium mais en ont également compliqué le classement 
en espèces. Les espèces de Clostridium ont été regroupées en un peu moins de 20 clusters identifiés 
par des chiffres romains, eux-mêmes subdivisés en sous-cluster identifiés par une lettre. L’exemple 
des différents toxinotypes de C. botulinum souligne la difficulté de concilier (i) l’évolution du 
classement des souches de Clostridium par les techniques génétiques (Keto-Timonen et al., 2006) et 
(ii) la classification phénotypique ou médicale des souches, d’usage courant chez les agronomes, 
médecins et vétérinaires (table 2, Stackebrandt et Rainey, 1997). Ces classifications sont donc 





Table 1. Ancêtres communs au subphylum Bacillus-Clostridium 
Bactéries capables de former des endospores Évolution avec perte des capacités de sporulation 
Sporomusa sp.   
Sarcina sp.   
Heliobacterium sp.   
Desulfotomaculum sp.   
Clostridium sp Peptococcus sp. 
  Peptostreptococcus sp. 
  Ruminococcus sp. 
Bacillus sp. Planococcus sp. 
  Caryophanon sp. 
  Kurteria sp. 
  Filibacter sp. 
  Staphylococcus sp. 
  
Table 2. Hétérogénéité des souches de Clostridium sp  
Cluster Sous cluster Exemple de souche(s) 
I a C. perfringens 
    C. botulinum B, E, F 
  e C. botulinum C, D  
    C. novyi 
  g C. botulinum A,F 
  h C. tetani 
II   C. histolyticum 
I et II non classés C. chauvei 
    C. septicum 
    C. haemolyticum 
X ia C. difficile 
    C. sordelii 
XIV b C. piliforme (B. piliforme) 
XVII non classés C. spiriforme 
Classification phénotypique des souches de Clostridium sp selon Stackebrandt et Rainey (1997) 
L’étude de la phylogénie permet dans certains cas d’améliorer la compréhension des liens entre 
espèces ou souches. Dans le cas de C. perfringens, il n’y a actuellement pas de relation évidente 
entre l’évolution des housekeeping genes ou gènes de ménage et des gènes des différentes toxines, 
mais il est néanmoins possible de déterminer une évolution logique pour ces deux types de gènes. 
Ces nouvelles techniques ont également montré que certains toxinotypes sont probablement issus 
de l’évolution / transformation relativement récente de toxinotypes plus anciens (voir toxine iota et 
toxinotype E) et que cette évolution est toujours en cours (Songer, 2010).  
1.3. Implications 
Les clostridies sont impliquées dans de nombreuses pathologies tant humaines qu’animales mais 




Ces différents points vont être brièvement abordés ci-dessous. 
 
1.3.1.  Les neuroclostridioses : tétanos et botulisme 
Le Tétanos et Botulisme (Arnon, 1997, table 3) sont deux pathologies qu’il est difficile d’aborder 
séparément. Les bactéries responsables, C. tetani et C.botulinum, sont principalement présentes 
dans l’environnement sous forme sporulée. Sous leur forme végétative, elles produisent de 
puissantes neurotoxines qui inhibent la transmission de l'influx nerveux chacunes à des niveaux 
différents.  
Dans le cas du botulisme, il existe sept toxinotypes antigéniquement distincts présentant une 
absence de protection croisée. La toxine, souvent ingérée (intoxination) mais parfois produite in situ 
dans l’intestin (toxi-infection) est résorbée par voie sanguine puis se fixe de façon irréversible aux 
motoneurones périphériques. Elle y empêche le relargage d'acétylcholine en agissant sur un ou 
plusieurs élément(s) du complexe SNARE (syntaxine, synaptobrévine, SNAP25), selon le toxinotype. Il 
en résulte une paralysie flasque. Les espèces les plus touchées par le botulisme  sont : l’homme, les 
oiseaux et les bovins.  Toutes les espèces ne sont pas sensibles aux mêmes toxinotypes. 
Dans le cas du tétanos, l’infection est associée la contamination de plaie par de spores. Si les 
conditions sont propices (faible tension en oxygène et potentiel redox, nécrose : plaie profonde) les 
spores germent et la tétanospasmine est résorbée par voie sanguine. Elle va, dans un premier temps,  
se fixer aux jonctions neuromusculaires, puis remonter les axones des nerfs moteurs pour atteindre 
les interneurones inhibiteurs du système nerveux central (SNC). À ce niveau,  elle va empêcher la 
libération de neuromédiateurs inhibiteurs en agissant sur la synaptobrevine. Le blocage de ces 
inhibiteurs résulte en une paralysie spastique. Le tétanos touche principalement l’homme, les 
chevaux, les bovins, puis les carnivores et les porcs. 
Table 3 : Toxinotypes des clostidies neurotoxiques et leurs cibles respectives  
Toxines de Clostridium botulinum Clostridium tetani 
Protéines cibles A B C D E F G tétanospasmine 
synaptobrévine  X  X  X X X 
SNAP25 X  X  X    
syntaxine   X      
 
Dans un cas comme dans l’autre, les premiers symptômes sont souvent des troubles de la 
préhension alimentaire et évoluent vers une paralysie respiratoire fatale. Le traitement consiste en 
une sérothérapie,  simple contre le tétanos mais complexe pour le botulisme vu le nombre de toxines 
et la difficulté du diagnostic étiologique précis, une éventuelle antibiothérapie à base de pénicilline 
(tétanos) et surtout des soins intensifs pour soutenir les grandes fonctions. Les toxines une fois 
fixées, le restent, et seul le renouvellement de leurs récepteurs spécifiques permet une récupération 
fonctionnelle, qui se marque après 4 semaines. Des vaccins, vétérinaires et humains, existent contre 








1.3.2. Les clostridioses histotoxiques 
Cette catégorie de clostridies produit des toxines et/ou enzymes qui endommagent directement les 
tissus et cellules avec lesquels elles entrent en contact. La pathologie la plus connue est la gangrène 
gazeuse, déjà évoquée 5 siècles avant JC par Hippocrate et bien connue des champs de bataille 
(Debue-Barazer, 2002). Elle peut être causée par différentes clostridies, seuls ou en association, mais 
la plus connue est C. perfringens de type A, à l’origine de la majorité des cas humains. Chez les 
animaux c’est C. septicum qui prédomine. Ce polymorphisme explique la diversité clinique des cas et 
complique tant le diagnostique que le traitement. L’infection survient par inoculation (injection, 
projectiles) ou la contamination d’une plaie par des spores ou des bactéries. Si le terrain se révèle 
propice (cf tétanos), les bactéries se multiplient et les signes cliniques apparaissent rapidement 
(<48h) : douleur, gonflement associé à des écoulements nauseéabonds puis emphysème gazeux 
(produit par les bactéries) avec crépitations sous-cutanée. En l’absence de traitement (débridement 
chirurgical et antibiothérapie), la mort survient rapidement suite à un choc toxémique. Le pronostic 
est sombre dans tous les cas (Peek et al., 2003). La table 4 reprend les principales myonécroses 
animales.  
Table 4 : Clostridioses histotoxiques et cytotoxiques 
Clostridium Pathologie  Espèces cibles Lésions, symptômes cardinaux 
septicum œdème malin humains, ruminants hémorragies, œdème, nécrose 
chauvoei charbon bactérien, 
‘blackleg’  




charbon parabactérien ruminants, porcs myosite nécrosante 
sordelii ’false blackleg ‘ chevaus, humains emphysémateuse 
novyi (A) gangrène gazeuse petits ruminants, 
humains 
emphysème, nécrose 
novyi (B) hépatite nécrotique Ruminants congestion 
novyi (C) hémoglobinurie bacillaire ruminants  hémorragie, hémolyse, oedème 
Table 4 : Infections à Clostridies histotoxiques ou cytotoxiques avec le nom de la pathologie associée, les 
principales espèces cibles et les lésions caractéristiques. 
Clostridium sordelii est une bactérie associé à des fasciites nécrosantes liés à l’injection de drogue 
(Kimura et al., 2004), à des gangrènes, mais surtout à des cas gynécologiques (Soper, 2007; Rørbye et 
al. 2000). Les symptômes apparaissent quelques jours à une semaine après la naissance ou 
l’avortement : troubles digestifs, hypotension, troubles de la  coagulation qui évoluent vers un état 
de choc septique (Toxic Shock Syndrom) et une forte réaction myéloproliférative (Aronoff et Ballard, 
2009; Geny et al., 2007) est corrélée au taux de mortalité qui peut atteindre les 100% (Aldape et al, 
2006). Le pouvoir pathogène de cette bactérie est dû à la production d’une toxine létale (LT) qui 
augmente la perméabilité des barrières cellulaires en modifiant le cytosquelette et les jonctions 
inter-cellulaires. Cette toxine est une UDP-glucosyltransférase qui atteint les GTPases des familles 




La maladie du rein pulpeux, due à C. perfringens de type D peut également être classée dans les 
clostridioses neurotoxiques. Elle touche principalement les (jeunes) ovins et, parfois, les caprins. Les 
signes cliniques sont dus à la toxine epsilon de C. perfringens, dont le mode d'action sera détaillé 
dans le chapitre sur les toxines.  
1.3.3. Les clostridioses entérotoxique et « entérotoxémies » 
Les pathologies digestives à clostridies sont liées à une dérive de flore s’accompagnant d’une 
toxémie et certaines bactéries reprises dans le tableau ci-dessous (table 5) sont également 
histotoxiques, le type de pathologie dépendant de la localisation initiale de l'inoculum. Seule C. 
difficile, d'importance croissante en médecine humaine et vétérinaire, sera abordé un peu plus en 
détail.  
Table 5 : Clostridioses digestives et d’origine digestive des animaux de rente. 
Clostridium Pathologie Organe(s) cible(s) Espèces cibles 
perfringens type A Entérotoxémie Intestin Ruminants  
perfringens type B Entérotoxémie Intestin Ruminants nouveau-nés 
perfringens type C Dysentrie Intestin  Petits ruminants jeunes 
 Struck  Intestin Petits ruminants adultes 
perfringens type D Pulpy kidney disease Intestin, reins, SNC Petits ruminants (jeunes) 
septicum Braxy Caillette Ruminants  
sordelii  Entérotoxémie  Intestin  Ruminants  
Table 5 : Clostridies impliquées dans les pathologies d’origine digestive et/ou digestives avec leur nom médical, 
le ou les organes cible(s) et la ou les espèces cible(s) 
La colite pseudomembraneuse à C. difficile est principalement une maladie humaine présentant un 
spectre clinique très étendu : depuis un portage asymptomatique jusqu’à une colite fulminante 
(Arroyo at al, 2004). Le portage asymptomatique est plus fréquement décrit chez les nouveaux-nés et 
les patients hospitalisés sous antibiothérapie. Deux syndromes distincts sont décrits : une diarrhée 
profuse bénigne et une colite pseudomembraneuse associée à une diarrhée hémorragique sévère. 
Dans les deux cas, le développement des symptômes est lié à la prise d’antibiotiques macrolides, 
lincosamides, pénicillines et/ou céphalosporines (Dubberke et al., 2015 ; Schubert et al., 2015). Les 
symptômes apparaissent quelques jours après le début de la prise d’antibiotique ou après l’arrêt du 
traitement. Le pouvoir pathogène de C. difficile est lié à la production de 2 exotoxines A et B qui 
agissent toutes deux par réarrangement du cytosquelette de leur cellules cibles et en modifiant la 
réponse inflammatoire (Keel et Songer, 2006). C’est la détection de ces toxines qui a valeur de 
diagnostic. Le traitement classique consiste en l’arrêt de l’antibiothérapie. La transplantation de 
microbiote fécal est également utilisée surtout dans les cas chroniques (Borgia et al., 2015). C. 
difficile persiste souvent après la disparition des symptômes cliniques. On peut également observer 
des troubles digestifs graves induits par C. difficile chez le cheval. Les circonstances d’apparition sont 
semblables à ce qui a été décrit chez l’homme.  Le pronostic est toujours réservé chez le cheval qui 
déclare systématiquement des symptômes aigus de diarrhée et coliques, avec atteinte 
multisystémique (Arroyo at al., 2006). Parmi les souches équines, il existe des différences de 
virulence, notamment une sévérité accrue des souches résistantes au métronidazole (Magdesian et 
al, 2006). Cette bactérie serait aussi une cause d’entérite chez le veau (Hammitt et al., 2008). 




C. acetobutylicum est aussi appelé “organisme de Weizmann” eu égard à Weizmann qui a découvert 
les intéressantes propriétés de cet organisme. En effet, cette bactérie est capable de produire, au 
départ d’amidon, de l’acétone, du butanol et de l’éthanol selon un processus nommé ABE (Acetone-
Butanol-Ethanol) ainsi que d’autres composé et ce au départ de différentes matières premières 
(sucres, lignine, …). Cela permet de produire du biobutanol de façon économiquement et 
énergétiquement rentable comparé aux autres modes de production de biocarburants (Ezeji et al., 
2003; Friedl et al., 1991). Le BioButanol est utilisable dans les voitures à essence avec les mêmes 
performances moteur pour moins de rejets de polluants type NOx et globalement pas de rejet net de 
CO2, si le butanol est produit au départ d’une biomasse (De Guzman, 2009; Ramey et Ramey, 2009).  
1.3.5. Les clostridies à usage thérapeutique 
L’application médicale la plus connue est l’usage de la toxine botulinique dans un but de 
myorelaxation contrôlée (toxine A). Elle a de multiples indications thérapeutiques contre des 
troubles de la motricité, des pathologies auto-immunes et lors de chirurgie. Elle est également 
utilisée lors d’intervention esthétiques (Jankovic et Hallet, 1994). Les 2 principaux risques sont (i) une 
diffusion du produit hors de la zone prévue avec parésie ou paralysie des muscles adjacents et (ii) en 
cas de traitements répétés l'installation d'une résistance progressive, ou à l'inverse d'une 
sensibilisation au produit avec risque de réaction anaphylactique. 
 
Clostridium et oncologie 
Les clostridies natives ou génétiquement modifiées et leur toxine pourraient devenir d'efficaces 
outils de lutte contre le cancer. Leur caractère anaérobie leur confère la capacité à se développer 
dans des milieux à faible tension en oxygène, conditions rencontrées au cœur des tumeurs que les 
agents chimiothérapeutiques conventionnels ont des difficultés à atteindre (vascularisation 
insuffisante) et où ils perdent souvent en efficacité (Lambin et al., 1998). Certaines techniques 





Table 6. Clostridies et oncologie 
Agent C. novyi C. histolyticum 
État de la bactérie Modifiée : non létale Native  
Fraction utilisée Spores Spores 
Administration Voie générale Voie générale 
Effet(s) Germination spores au cœur de la 
tumeur et production de toxine 
non létale 
Germination spores au cœur de la 
tumeur 
références Dang et al. 2001-2004, Agrawal et 
al., 2004,  
Mengesha et al., 2007 
   
Agent C. perfringens C. perfringens 
État de la bactérie Modifiée : production agent 
thérapeutique 
Modifiée : production de cytokines, 
enzymes 
Fraction utilisée Spores  Spores  
Administration Voie générale Voie générale avec antitumoral inactif 
Effet(s) Germination spores au cœur de la 
tumeur et production de l’agent 
thérapeutique in situ 
Germination spores au cœur de la 
tumeur et production de l’enzyme qui va 
activer l’antitumoral in situ 
références Li et al., 2009 Minton et al., 2001 
   
Agent Clostridial-Directed Enzyme 
Prodrug Therapy 
Entérotoxine de Clostridium perfringens 
: CPE 
État de la bactérie Modifiée : production d’enzymes native couplée à Ac spécifique de la 
tumeur 
Fraction utilisée Spores toxine 
Administration Voie générale injection voie générale en parallèle à des 
liposomes chargés d'antitumoral  
Effet(s) Germination spores au cœur de la 
tumeur et production de l’enzyme 
homologie entre récepteur de CPE et les 
protéines Claudine3 et 4 surexprimées 
par certaines tumeurs sur lesquelles la 
CPE va agir de façon concentrée 
références Minton et al. 1995 ; Tirandaz et al. 
2006 
Santin et al. 2005-2007; Kominsky et al., 
2004; Hewitt et al., 2006. 




2. CLOSTRIDIUM PERFRINGENS : DÉFINITIONS 
 
2.1.  Ecologie 
Clostridium perfringens est une clostridie immobile et possédant une capsule. C’est une bactérie 
ubiquitaire qui appartient à la flore tellurique (forme sporulée) et à la flore digestive commensale de 
nombreux animaux à sang chaud. Au niveau digestif, son nombre et sa localisation diffèrent d’une 
espèce à l’autre et varient également au cours de la vie de l’animal. Elle s’intègre dans l'équilibre 
dynamique de la flore, équilibre pouvant être rompu dans certaines circonstances qui sont loin d’être 
totalement élucidées. Les C. perfringens peuvent rapidement passer de quelques centaines ou 
milliers de germes par ml de contenu intestinal à des comptages supérieurs au million notamment 
grâce à leur faible temps de génération (13 min à 43°C, Bergey’s, 2002). Certains points de ce 
phénomène d’amplification exponentielle sont encore mal compris : (i) existe-il des inducteurs et/ou 
des conditions nécessaires pour permettre cette multiplication soudaine (Annett et al., 2002 ; Riddell 
and Kong, 1992) ; (ii) cette croissance intense concerne-t-elle l’ensemble de la population de C. 
perfringens ou uniquement l’un ou l’autre clone (Manteca et al., 2001 ; Engström et al. 2003) ; (iii) si 
c’est l’hypothèse d’une amplification clonale qui se vérifie, quels sont les critères qui déterminent le 
ou les clones sélectionnés ? 
2.2. Toxines  
Clostridium perfringens possède une grande capacité de toxinogenèse. En effet, plus de 20 toxines 
différentes peuvent être produites. Elles sont classées, selon leur virulence, en toxines « majeures » 
et « mineures » et leur production est soumise à différents types de régulation, dont le quorum 
sensing avec le système VirR/VirS (Ba-Thein et al., 1998) ou Agr-like (Ma et al., 2015 ; Ohtani et al., 
2009 ; Vidal et al., 2012). Ainsi, Vidal et associés (2009) ont observé une induction rapide de la 
toxinogenèse des souches de type C lors de contact avec des entérocytes de type Caco2. Ces 
observations mettent en évidence des différences de comportement des souches in vitro et in vivo 
et, donc, l’influence de l’environnement sur l’évolution de l’équilibre hôte/C. perfringens. 
2.2.1. Toxines majeures 
Quatre toxines majeures (alpha, beta, epsilon, iota) servent de base à la classification des C. 
perfringens en 5 toxinotypes : de A à E (Songer, 1996 ; Petit et al. 1999). Les trois autres toxines 
considérées comme importantes sont l’entérotoxine, la toxine beta2 et Net B (Daube et al., 1996a; 
Gibert et al., 1997 ; Keyburn et al. 2008). Cette classification est reprise dans la table 7.  
Table 7 : Toxinotypes de C. perfringens 
 Toxinotype      
Toxine  A B C D E 
Alpha X X X X X 
Beta   X X   
Epsilon  X  X  
Iota     X 





(x) (x) (x) (x) 
 
Table 7 : classification des souches selon leur capacité à produire les toxines majeures ou leur possession du ou 





2.2.2. Toxines mineures 
Les toxines dites mineures sont principalement des enzymes (protéases et sialidases, notamment) 
qui facilitent l’apport en nutriments et la progression de C. perfringens au sein de tissus. Cette 
bactérie, potentiellement pathogène, est relativement démunie au niveau métabolique et incapable 
de produire certains éléments essentiels à sa survie (auxotrophie). Cela expliquerait pourquoi la 
toxinogenèse de C. perfringens est à ce point précoce (début de la phase de croissance 
logarithmique) comparé à la majorité des autres bactéries, et soumise à différents niveaux de 
régulation. Ses enzymes lui permettraient de trouver rapidement et efficacement les composés 
nécessaires à sa croissance et de s’adapter à son environnement. Des recherches récentes sur 
l'entérite nécrotique remettent en cause le caractère mineur de ces protéases : leur action serait 
primordiale, initiant les lésions au niveau de l'attache basale des entérocytes (Olkowski et al., 2008). 
 
2.2.3. Gènes 
Les gènes des toxines majeures de C. perfringens sont principalement localisés sur des plasmides, 
excepté celui de la toxine alpha. Cette relative mobilité facilite l’évolution des souches (Sawires and 
Songer, 2005-2006) mais complique leur conservation in vivo et in vitro, ces plasmides pouvant être 
perdus lors de la conservation et des manipulations in vitro (Johansson et al., 2005) 
 
2.2.4. Toxines et entérotoxémies 
Les paragraphes qui suivent sont consacrés à la description des toxines majeures de C. perfringens. 
Seront abordés leur(s) gène(s), leur nature protéique (structure et fonction), leur(s) effet(s) toxique(s) 
et leur éventuelle utilisation dans un but vaccinal. L’accent sera mis sur les toxines associées à 
l’entérotoxémie bovine et aux souches de type A : alpha, beta2 et entérotoxine. Les trois autres 
toxines majeures (beta, epsilon, iota), rarement associées aux entérotoxémies bovines, ainsi que la 
toxine NetB, récemment découverte (Keyburn et al., 2008) seront abordées de façon plus succincte.  
 
2.2.4.1. Toxine alpha – CPA 
La toxine alpha est la principale toxine majeure de C. perfringens (Titball, 1993; Nagahama et al., 
1996; Petit et al., 1999; Sakurai et al., 2004). 
Nature de la toxine : génotype et phénotype.  
La toxine alpha est codée par un gène chromosomique (cpa ou plc) et exprimée de façon constitutive 
par toutes les souches de C. perfringens possédant le gène, c'est à dire la grande majorité d'entre 
elles. Au-delà de ce niveau basal de production, son expression est partiellement contrôlée 
positivement par des systèmes de régulation comme VirR/VirS et LuxS (Rood et Lyristis, 1995; Ba-
Thein et al., 1996, Ohtani et al., 2002a). D’autres niveaux de régulation, spécifiques des souches de 
type A, ont été décrits. La production de la toxine alpha a lieu en deux phases : un premier pic a lieu 
au début de la phase de croissance exponentielle et un second pic à la fin de celle-ci. La régulation 
finale du niveau de production semble dépendre davantage de la densité cellulaire que de la viabilité 
des cellules productrices (Phillips-Jones, 2000). Si l’on tient compte de ce schéma de production et de 




pas anormal que ces animaux possèdent naturellement des anticorps circulants dirigés contre cette 
toxine, et ce, même en l'absence de signes cliniques (Manteca et al., 2004). 
Nature protéique : structure et mode d’action La toxine alpha de C. perfringens est une 
phospholipase C (PLC) qui présente un haut niveau d'homologie avec les autres enzymes de ce 
groupe, dont la PLC de Bacillus cereus. Elle possède également une forte parenté de séquence et de 
mode d’action avec les phospholipases endocellulaires des cellules eucaryotes (PLC, PLD, PLA2) dont 
elle est capable d'induire l'activation via des GTP Binding Protein (Gustafson et al., 1990 a-b; 
Nagahama et al., 1998 ; Basak et al. 2002).  
La toxine alpha est une métallo-enzyme à zinc, calcium dépendante dont la forme mature compte 
370 acides aminés (a.a.), organisée en deux domaines N- et C- terminaux. Le domaine N-terminal 
(a.a. 1-249) est le siège de l'activité enzymatique qui mène à l'hydrolyse des phospholipides. Le 
domaine C-terminal permet la reconnaissance et la fixation de la toxine aux têtes phospholipidiques 
en surface des membranes des cellules cibles. La première étape de fixation est médiée par le 
calcium (Titball, 1989-1993; Nagahama et al., 1998; Jepson et Titball, 2000; Ochi et al., 2003). Ensuite, 
les interactions hydrophobes entre les chaînes latérales des phospholipides cellulaires et les résidus 
hydrophobes de la toxine alpha lui permettent de s'insérer au sein de la bicouche phospholipidique 
(Jepson et Titball, 2000). Si cette toxine ne forme pas véritablement d'oligomères stables à la surface 
des cellules eucaryotes, la possibilité de complexes transitoires n'est pas exclue (Nagahama et al. 
1996). Justin et associés (2002) ont montré qu’alpha pouvait présenter des différences de structures 
et de cinétique selon les souches productrices. Les cibles principales de la phospholipase de C. 
perfringens-PLC sont la sphingomyéline et la phosphatidylcholine, deux composantes essentielles des 
membranes cellulaires eucaryotes. Il est intéressant de noter que si la portion enzymatique (N-
terminale) possède un effet toxique propre, les deux portions de la toxine sont indispensables pour 
atteindre une toxicité optimale (100%) (Petit et al., 1999).  
Effets toxiques : mécanismes et niveau de toxicité des souches productrices.  
Expérimentalement, la toxine alpha est létale lors d'injection intraveineuse et / ou intrapéritonéale 
chez la souris, induit une nécrose cutanée chez le cobaye et une lyse des érythrocytes humains et de 
diverses espèces animales (Nagahama et al., 1996; Ochi et al. 1996). La toxine alpha a également 
d'importants effets sur le système cardiovasculaire (Sakurai et al., 1985). Elle induit ascite et 
oedèmes en augmentant la perméabilité vasculaire (Titball, 1993, Maegawa et al., 2002). Elle est 
capable d'inhiber de façon dose dépendante (i) l'activité du myocarde par effet inotrope négatif 
(Regal and Shideman,1980a-b ; Stevens and Bryant, 1997) et (ii) la contractilité des muscles 
squelettiques. À l'inverse, la même toxine alpha induit la contraction des muscles lisses (vasculaires, 
intestinaux) (Fujii et al., 1986 ; Sakurai et al.,1990; Blayney et al., 1996). 
Au niveau sanguin et cellulaire, la toxine alpha induit différents processus responsables de nécrose 
cellulaire. Via l’activation des phospholipases endocellulaires, elle stimule les mécanismes de 
l'inflammation (Titball, 1993). La toxine alpha a également des effets complexes sur les neutrophiles 
(PMN) permettant à C. perfringens d’y survivre après phagocytose (O’Brien et Melville, 2004). Sous 
son influence, les PMN s'accumulent massivement dans les vaisseaux sanguins de faible diamètre 
situés à proximité du site d'infection (margination) sans pouvoir l’atteindre car la toxine inhibe la 
diapédèse (Awad et al., 2001). La toxine induit également chez ces PMN un burst oxydatif prématuré, 




sanguins et les tissus avoisinants sans atteindre les bactéries cibles (Styrt et al., 1989). Au niveau 
circulatoire, la toxine alpha entraîne de façon dose dépendante l’adhérence des PMN aux molécules 
de fibrine, fibrinogène et collagène de type I et l’agrégation des plaquettes en l'absence de lésion 
vasculaire (Ochi et al., 2002). On observe dès lors des complexes circulants de taille croissante 
englobant plaquettes, fibrine et globules blancs. Ces complexes peuvent obstruer les petits vaisseaux 
sanguins, créant des infarcti. En parallèle, les cellules endothéliales produisent une réponse pro-
inflammatoire sous l'influence de la toxine alpha avec comme conséquences (i) la production et la 
libération de facteur d'activation des plaquettes (PAF) dans la circulation sanguine et (ii) l'expression 
de P-selectine, une molécule augmentant l'adhérence des neutrophiles à l'endothélium vasculaire 
avec pour conséquence la margination exacerbée citée précédemment (Stevens et al., 1988; Bunting 
et al. 1997, Bryant et al., 2000). 
En conclusion, la toxine alpha altère l’activité des neutrophiles et leur capacité de migration 
jusqu'aux tissus infectés. Elle promeut également les accidents thrombo-emboliques et donc les 
conditions anaérobies favorables à la croissance de C. perfringens (Flores-Diaz and Alape-Giron, 
2003). Ces effets sur le système vasculaire entraînant une ischémie tissulaire sont observés dans la 
gangrène gazeuse.  En 1994, Ninomiya et associés montrent que la toxine alpha est impliquée dans 
les phénomènes de coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) et l'état de choc dans les infections 
à C. perfringens de type A. En 1997, Bunting et associés suggèrent que les mêmes effets pourraient 
être également présents localement dans l'intestin lors d'entérotoxémie. 
Niveau de toxicité. La quantité de toxine efficace est influencée par d'un côté son niveau de 
production et de l'autre, par les facteurs d'inactivation ou de destruction (anticorps, protéases, …). Et 
ses conséquences dépendent également de la sensibilité de la cellule ou molécule cible. Cet équilibre 
s'applique à toutes les toxines. 
La toxine alpha agit d'une manière dose-dépendante avec un seuil critique au-delà duquel se 
manifestent les effets toxiques (Ninomiya et al. 1994; Fernandez-Miyakawa et Uzal, 2005; Jost et al., 
2006). 
Concernant le niveau de production, en plus des systèmes VirR/VirS et Lux communs à toutes les 
souches de C. perfringens (Ohtani et al., 2002a-b), les souches de type A possèdent un système d'up-
régulation d'expression spécifique via le gène plcR (Rood et Lyristis, 1995). Rood (1998) a également 
décrit des queues poly-A chez ces souches, responsables d'un autre mécanisme d'up-régulation, 
température dépendant. Le niveau d'expression de la toxine alpha est donc particulièrement variable 
et dépendant de la présence d'un ou plusieurs système(s) de régulation, présent ou non selon les 
souches (Katayama et al., 1993; Bullifent et al., 1996). Cet état de chose fait que le niveau 
d'expression peut varier d'un facteur 40 via des régulations du mRNA traduit) (Tsutsui et al., 1995). 
Cela pourrait expliquer pourquoi les C. perfringens de type-A peuvent à la fois être partie intégrante 
d'une flore intestinale normale et devenir pathogènes dans certaines circonstances liées au nombre 
de bactéries et au niveau d'expression des toxines.  
Au niveau destruction ou inactivation, la toxine alpha est très sensible aux protéases digestives telles 
que la trypsine et la chymotrypsine (Niilo, 1986). Mais dans certaines circonstances, les protéases 
sont moins efficaces : soit leur production est faible (animaux très jeunes, régime pauvre en 
protéines prolongé), soit elles sont détruites ou inhibées par des inhibiteurs de protéases comme on 




ces situations est associée à un changement brusque vers un régime riche en protéines, le niveau de 
protéases peut devenir insuffisant pour contrôler les toxines présentes dans l'intestin. Ce type de 
scénario peut être transposé aux autres toxines sensibles aux protéases comme les toxines beta et 
beta2. 
Sur la sensibilité des cellules cibles, Flores-Diaz et associés (1998 et 2005) ont démontré que 
certaines lignées cellulaires sont significativement plus sensibles à la toxine alpha que d'autres (105 
fois pour la lignée DonQ). Cette sensibilité accrue est liée à une déficience cellulaire en UDP-glucose 
et/ou en gangliosides complexes. Ces deux types de molécules sont liées car l'UDP-glucose (i) fait 
partie du processus d'élaboration des gangliosides composants essentiels des membranes cellulaires 
et (ii) prend également part à la production de phosphatidylcholine, cible de la toxine alpha. La 
quantité de gangliosides membranaires et leur teneur en acide sialique sont donc proportionelles au 
niveau de résistance des cellules envers la toxine alpha. Dans les cellules déficientes en UDP-glucose, 
les dégâts infligés aux membranes par la toxine alpha dépassent les capacités de réparation de la 
cellule. Parmi les causes de déficiences en UDP-glucose chez la cellule on trouve le manque 
d'oxygène et / ou de glucose rencontré en cas de diabète ou physiologiquement dans les myocytes. 
Dans le même ordre d'idée, une synergie a été observée in vitro et in vivo entre la toxine alpha et les 
« Larges Sialidases » de C. perfringens, synergie partiellement expliquée par la contribution de l'acide 
sialique dans la résistance de cellules vis à vis d'alpha (Flores-Diaz et al., 2005). Et dans une étude 
belge, toutes les souches de C. perfringens de type A testées par hybridation DNA-DNA possédaient 
des gènes codants pour des sialidases (Daube et al., 1996). 
Toxine alpha et entérotoxémie. Dans les cas d'entérotoxémie en Europe, on retrouve presque 
exclusivement du C. perfringens de type A (cpb2+/-, cpe-) (Daube et al., 1996; Manteca et al., 2001; 
Dennison et al., 2005; Ceci et al., 2006) et ces souches de type A sont capables de produire des 
quantités de toxine alpha plus élevées que les autres souches (Fernandez-Miyakawa and Uzal, 2005, 
Fernandez-Miyakawa et al. 2007). Mais malgré ses différents effets toxiques identifiés, l’implication 
de la toxine alpha dans les entérotoxémies reste controversée. En effet, aucun modèle expérimental 
n’a actuellement pu reproduire l’entérotoxémie. Chez des porcelets gnotobiotes, l'infection per os 
avec du C. perfringens de type A induit une entérocolite hémorragique (Niilo et al., 1963), mais la 
reproduction des lésions intestinales après administration de toxine alpha purifiée parait impossible 
(Songer, 1996). L'injection intraveineuse de cette toxine à des veaux sains entraîne une diarrhée 
transitoire associée à une hyperhémie de la muqueuse digestive (Songer, 1996) et Lozano et associés 
(1970) ont réussi à reproduire une diarrhée sévère chez des veaux privés de colostrum. De plus, alors 
que les travaux de Fukata et associés (1998) mettaient en évidence l’implication de la toxine alpha 
dans les cas d’entérite nécrotique chez la volaille (Fukata et al., 1988), des travaux récents avec des 
souches alpha négatives contredisent cette hypothèse (Keyburn et al., 2006 ; Thompson et al., 2006). 
Pour ces différentes raisons, l’hypothèse actuelle privilégie une implication de la toxine alpha dans 
les processus pathologiques d’entérotoxémie en synergie avec une ou plusieurs autres toxines. 
Vaccins. En dépit de son rôle controversé dans l'entérotoxémie, certains vaccins renseignent la 
présence de la valence « alpha ».La vaccination entraîne une réponse sérologique positivement 
corrélée à la quantité d’antigène injecté (Manteca et al, 2004), mais le seuil sérologique pour obtenir 
une protection clinique a été fixé empiriquement car aucune expérience de protection clinique n'a 
été réalisée in vivo. De plus, chez des bovins sains, un niveau basal d’anticorps circulants anti- alpha 




résorbée et induire une réponse immunitaire. Certaines souches (comme la A121A/91) produisent 
des formes de toxine alpha immunogènes mais non toxiques. Ces souches pourraient être une 
alternative aux souches vaccinales actuelles (Schoepe et al., 2001 et 2006). Mais la toxine alpha n'est 
probablement pas le seul facteur de virulence à considérer dans l’approche vaccinale contre les 
souches de type A. En effet, l'équipe de Thompson et associés (2006) a en effet réussi à obtenir une 





2.2.4.2. Toxine Beta2 – CPB2 
La Beta2 (CPB2) est une des dernières toxines de C. perfringens à avoir été découverte et caractérisée 
(Gibert et al., 1997). En dépit de son nom, elle n'a pas de parenté de séquence avec la toxine beta 
mais seulement des similitudes d'activité biologique.  
Nature de la toxine : génotype et phénotype 
Le gène codant pour la beta2, cpb2, est localisé sur un mégaplasmide (de 54 à 100 kb) et est exprimé 
sous le contrôle positif de virR/virS (Ohtani et al., 2003). A hauteur du promoteur, le gène cpb2 
présente une séquence consensus différente des séquences consensus classiquement présentes dans 
les promoteurs des facteurs de virulence connus chez C. perfringens (Ohtani et al., 2004). C'est 
également le cas pour le gène codant pour une adhésine au collagène de C. perfringens: cna. Ces 




On observe un processus d’up-régulation pour cpb2 et de down-regulation pour cna. La toxine beta2 
semble sensible aux protéases comme la toxine alpha (Smedley et al., 2004) ou a minima instable si 
on considère la diminution rapide de sa toxicité (Gibert et al., 1997). Elle est principalement produite 
à la fin de la phase de croissance logarithmique (Smedley et al., 2004).  
Différents gènes ou allèles de cpb2 ont été mis en évidence et présentent des divergences de 
séquences. Divers modes de classification sont possibles. Dans un premier temps, les gènes cpb2 ont 
été divisés en deux grandes classes : d’un côté les gènes cpb2 de souches porcines présentant une 
forte corrélation génotype / phénotype et de l’autre les gènes cpb2 de souches non porcines avec 
une faible corrélation génotype / phénotype (Bueschel et al., 2003). Jost et associés (2005) ont aussi 
défini 2 classes alléliques similaires : les gènes cpb2 « consensus » présents chez le porc et bien 
exprimés et les gènes cpb2 « atypiques » présents chez les autres espèces animales et caractérisés 
par une absence d'expression. Une autre classification a été adoptée par Fisher et associés (2005) 
dans le contexte des diarrhées humaines associées à C. perfringens : les diarrhées sporadiques (DS) et 
celles associées aux antibiotiques (DAA). Ils mettent en évidence deux variants de cpb2, cpb2h1 et 
cpb2h2, tous deux associés au gène de l'entérotoxine, cpe.  Cpb2h1 est localisé sur le même plasmide 
que le gène cpe qui code pour l’entérotoxine avec une séquence d’insertion (IS) IS1151 présente en 
aval de cpe. Cpb2h2 est localisé sur un plasmide distinct de celui sur lequel est situé le gène cpe en 
aval duquel on retrouve une IS1470-like. Le variant cpb2h2 est plus proche des séquences (atypiques) 
d’origine animale que cpb2h1. Concernant les protéines correspondantes, CPB2H1 est 10 fois plus 
cytotoxique que CPB2H2 pour les cellules Caco2. Enfin, une dernière classification a été décrite par 
Johansson et associés en 2006. Pour les souches d'origine animale, elle est liée à l'origine 
géographique des souches. Cette classification n'est pas directement transposable aux souches 
humaines. L’hypothèse de l’auteur concernant cette différence est la plus grande mobilité des 
humains se déplaçant beaucoup plus aisément et fréquemment que les animaux d'une région à 
l'autre du globe. 
Un aspect intéressant relatif à la toxine beta2 est l’inconstance de la relation entre présence du gène 
cpb2 et production de la toxine beta2 (CPB2). Chez des porcelets présentant une entérite, la 
corrélation entre la présence du gène cbp2 et son expression est supérieure à 90%, alors que cpb2 
semble absent chez les porcs sains. Chez le bovin, moins de 50% des souches testées sont capables 
d'exprimer la toxine selon Bueschel et associés (2003). Récemment, d'autres études (Fisher et al., 
2005; Waters et al., 2005) ont montré que certaines souches cpb2+, précédemment classées comme 
non productrices, possèdent les informations génétiques nécessaires et la capacité de produire la 
toxine mais que les quantités de mRNA sont trop faibles pour correspondre à une production de 
quantités de protéines détectables par les techniques classiques de protéomique, comme le Western 
Blot. Une autre étude a montré que l'expression de la toxine beta2 peut être induite par certains 
aminosides (gentamicine, streptomycine) via un glissement de la fenêtre de lecture au niveau du 
ribosome ou ribosomal frameshift (mécanisme des codons « glissants » ou slippery codons) (Vilei et 
al., 2005). Ces deux études ont été réalisées sur des souches d'origine équine. A l’instar de la toxine 
alpha, différents niveaux d'expression de CPB2 sont observés et ce, dans les différentes espèces 
animales (Harrison et al., 2005).  
Effets toxiques 
La toxine beta2 est classée dans les toxines majeures car elle est létale en intraveineuse chez la souris 




(Gibert et al., 1997) et CaCo2 (Smedley et al., 2004). Les cellules infectées s'arrondissent et 
présentent des bourgeonnements membranaires puis finalement se détachent de leur support. 
Aucune action sur le cytosquelette ou sur une voie métabolique particulière n'a pu être mise en 
évidence jusqu'à présent. Actuellement, le mode d'action supposé de cette toxine est la formation de 
pores membranaires. 
Si l'implication de la toxine beta2 dans les pathologies entériques à C. perfringens n'a pas encore été 
démontrée, elle est néanmoins fortement suspectée chez le porc (Klaasen et al., 1999 ; Bueschel et 
al. 2003) et le cheval (Herholz et al., 1999). Chez le porc, une relation étroite entre porcelets, 
entérite, présence du gène cpb2 et production de la toxine beta2 est observée. Chez le cheval, la 
toxine a été détectée par immunohistochimie au niveau des lésions caractéristiques de typhlocolite 
et est absente des portions saines de l'intestin (Bacciarini et al., 2003). Chez le bovin, comme pour la 
toxine alpha, l'implication directe de la toxine beta2 dans l'entérotoxémie n'est pas scientifiquement 
prouvée. Une synergie entre la beta2 et une autre toxine est l’hypothèse la plus probable. Manteca 
et associés (2002) ont observé lors d'une reproduction in vivo d'infection à C. perfringens sur anses 
ligaturées de veau que les anses inoculées avec des souches cpb2+ et hautes productrices de toxine 
alpha présentaient les scores lésionnels les plus élevés. Dans une étude antérieure, ils avaient 
également montré que les bovins entérotoxémiques présentaient un nombre plus élevé de souches 
cpb2+/cpa+ (par animal) que les bovins sains, même si la prévalence de cpb2 entre les deux 
populations n'était pas significativement différente (Manteca et al. 2001). Une des études de ce 
travail aborde directement la répartition de ces souches chez le bovin sain ou entérotoxémique. Dans 
le cadre de l'entérotoxémie bovine, pour les toxines alpha et beta2, la présence ou l'absence de 
lésions semble plus liée à un problème quantitatif (nombre de bactéries et / ou niveau de production 
de toxine) que qualitatif (présence ou absence de bactéries toxinogènes). 
Depuis peu, une nouvelle synergie est suspectée en médecine humaine entre la toxine beta2 et 
l'entérotoxine (Fisher et al., 2005). L'association fréquente des gènes cpb2 et cpe sur le même 
plasmide (Fisher et al., 2005) ou sur des plasmides différents (Harrison et al., 2005) a été prouvée en 
cas de diarrhées à C. perfringens de type sporadique ou associées aux antibiotiques (voir ci-dessus les 
variants cpb2h1 et cpb2h2). En médecine vétérinaire, l'association entre cpb2 et cpe a aussi été mis 
en évidence par Bueschel et associé (2003) dans des souches C. perfringens de type EE (type E 
portant le gène cpe), ces souches étant considérées comme une cause commune de mort subite chez 
les veaux aux Etats-Unis. Malheureusement, aucune de ces souches de type EE n'exprimait la toxine 
beta2 in vitro. Néanmoins, cette étude suggère la possibilité d'une liaison génétique entre cpb2 et 
cpe dans des souches d'origine animale, à l’instar de certaines souches humaines. 
Vaccins  
A l’heure actuelle, aucun vaccin anti-clostridien ne renseigne de valence « beta2 ». 
 
2.2.4.3. Entérotoxine – CPE 
L'entérotoxine, surtout étudiée en médecine humaine, est à l’origine d’intoxications alimentaires 
caractérisées par une diarrhée aqueuse accompagnée de fortes douleurs abdominales. Il s’agit d’une 
pathologie auto-limitante, avec des symptômes aigus et de courte durée (moins de 24h) qui ne porte 





Nature de la toxine : génotype et phénotype  
Le gène codant pour l'entérotoxine, cpe, se situe soit sur le chromosome (intoxication alimentaire) 
soit sur un plasmide conjugatif (diarrhée) (Brynestad et al., 2001; Miyamoto et al., 2004). Le gène cpe 
est principalement retrouvé chez des souches de C. perfringens de type A d'origine humaine et, 
parfois, chez des souches de type E d’origine bovine. On considère qu’environ 5% des souches de C. 
perfringens d’origine animale sont porteuses du gène cpe (Songer et al., 1993). En Belgique, les 
souches bovines testées, principalement de type A, sont cpe négatives (Daube et al., 1994). 
Cependant, au Nigéria, plus de 50% des souches de type A isolées de bovins diarrhéiques possèdent 
le gène cpe, alors que ce gène est absent des souches isolées de bovins sains (Efuntoye et Adesotoye, 
2003). Comme mentionné précédemment, Bueschel et associés (2003) ainsi que Fischer et associés 
(2005) ont observé une corrélation élevée entre les gènes cpb2 et cpe au sein de souches de type E 
isolées de veaux diarrhéiques et une association cpe – cpb2  chez des souches de type A isolées de 
cas de diarrhées humaines, respectivement. 
Le gène cpe code pour une protéine mature de 319 acides aminés (35 kDa, pI 4.3) qui ne présente 
pas d’homologie significative avec d’autres protéines, excepté avec une protéine non toxique 
produite par C. botulinum, mais ce lien reste incertain. 
Contrairement aux autres exotoxines de C. perfringens, l’entérotoxine est uniquement produite 
pendant la phase de sporulation de la bactérie. Le phosphate inorganique semble être le signal 
environnemental décisif qui induit la sporulation et la production d'entérotoxine (Philippe et al., 
2006). L’entérotoxine est thermosensible : elle est irréversiblement inactivée à 60°C et détruite à 
partir de 75°C. Elle est, par contre, résistante aux protéases et semble même jouir d’une 
augmentation d’activité sous l’action de certaines d’entre elles, comme la trypsine et la 
chymotrypsine (Kokai-Kun et McLane, 1997). 
Effets toxiques 
L’entérotoxine est classée dans les toxines majeures. Elle semble capable d’agir de 3 façons distinctes 
mais synergiques en induisant (i) une hyperkaliémie et, donc, une insuffisance cardiaque, (ii) un choc 
endotoxinique avec décompensation cardiorespiratoire et (iii) une interférence avec la transmission 
neuromusculaire.  
Chez l’homme, les lésions intestinales induites par l'entérotoxine sont principalement localisées à 
hauteur de l'iléum. Les changements peuvent être morphologiques avec raccourcissement et 
épaississement des villosités, nécrose des entérocytes et / ou électrophysiologiques avec réduction 
de la résistance transépithéliale et de l’absorption nette d'eau (Fernandez Miyakawa et al., 2005). 
L'entérotoxine (35 kDa) avec son récepteur et co-récepteur forment un volumineux complexe 
hydrophobe capable de créer des pores dans les membranes cellulaires. Un premier complexe de 
155kDa se forme et cette structure, s'insérant dans la membrane cellulaire, permet le transit de 
petites molécules de l'intérieur de la cellule vers la lumière intestinale, créant un déséquilibre 
osmotique. Ces changements permettent à l'entérotoxine d'interagir avec les jonctions serrées 
intercellulaires au niveau de l'occludine. L'interaction entre l'entérotoxine et l'occludine mène à la 
formation d'un complexe de 200 kDa et à l'internalisation de l'occludine (Kokai-Kun et McLane, 
1997). La barrière sélective de l'épithélium est alors perturbée, la perméabilité intestinale augmente 
et l'homéostasie intestinale est rompue. Le signe clinique associé est une diarrhée aqueuse aiguë 




vont d'une légère modification morphologique à l'apoptose (faible dose) ou la nécrose (forte dose), 
selon le niveau d'exposition à l’entérotoxine (Chakrabarti et al., 2003; McClane et Chakrabarti, 2004). 
Vaccins :   
Aucun vaccin anti-clostridien ne renseigne actuellement de valence « entérotoxine ». 
 
 
2.2.4.4. Toxine Beta - CPB  
Nature de la toxine : génotype et phénotype 
Le gène codant pour la toxine beta, cpb, est localisé sur un grand plasmide peu caractérisé (Rood, 
1998), et que l'on retrouve chez des souches de type B () et de type C () de C. perfringens. 
Le gène cpb code pour une protéine d’environ 35 kDa, partiellement sensible à la chaleur sous sa 
forme monomérique et particulièrement sensible à l’activité des protéases digestives comme la 
trypsine (Sakurai and Fuji, 1987). 
Si la toxine beta2 a été ainsi nommée en raison de ses effets biologiques communs avec la toxine 
beta, ces deux toxines n'ont aucun lien phylogénétique. La toxine beta est, par contre, proche de la 
toxine alpha de Staphylococcus aureus tant au niveau séquence que mode d'action.  
Effets toxiques 
La DL50 de la toxine beta est inférieure à 100 µg/ml, mais sa demi-vie in vivo est très courte à cause 
de sa grande sensibilité aux protéases (Sakurai and Fuji, 1987). Cette caractéristique explique 
pourquoi cette toxine est principalement impliquée dans des pathologies du très jeune âge (peu, 
voire pas de protéases digestives) ou en présence de faible niveau de protéases (régime pauvre en 
protéines : Pigbel). L’extrême labilité de la toxine beta restreint et localise également ses effets 
toxiques. Sa production a lieu au début de la phase de croissance logarithmique et son niveau chute 
avec la production des protéases clostridiennes et non clostridiennes. Chez les nouveau-nés, la toxine 
beta est particulièrement connue pour son implication dans l'entérite nécrotique du porcelet (Waters 
et al., 2003) ou la dysentrie de l’agneau (Greco et al., 2005) et, peut-être, dans certains cas 
d'entérotoxémie du veau au pis (Griner and Bracken, 1953) associés à une nécrose de la muqueuse et 
des parois intestinales. 
Au niveau moléculaire, cette toxine est une « pore-forming » ou « porine cholestérol dépendante » 
composée d'un heptamère résistant à la chaleur (228 kDa). Celui-ci se localise principalement au 
niveau des îlots lipidiques de la membrane, plus spécifiquement au niveau des microzones 
membranaires résistantes aux détergents (DRM's en anglais pour « detergent resistant membrane 
microarrays ») (Shatursky et al., 2000; Shepard et al., 2000; Tweten et al., 2001). Le pore formé par la 
toxine permet un efflux de K+ ainqi qu’un influx de Na+ et de Ca++ au niveau des cellules touchées 
(Nagahama et al., 2003). La toxine beta, comme l’alpha de Staphylococcus aureus et de C. 
perfringens, est également capable d’induire un relargage d'acide arachidonique, donc une activation 
des processus inflammatoires, (Fink et al, 1989; Menestrina et al., 2001, Steinthorsdottir et al., 2000) 
et ce via l'activation des phosphalipases endocellulaires (Fink et al., 1989). Ces deux activités, 
déséquilibre ionique et activation des phospholipases, sont dose-dépendantes et semblent liées. 
Vaccins: L'utilisation de vaccins comprenant le toxoïde beta, antigène majeur (Fisher et al., 2006) 




utilisés en urgence (Springer and Selbitz, 1999). Globalement la vaccination donne des résultats 
satisfaisants chez les porcelets (Hogh, 1976) et en médecine humaine dans les épidémies de Pigbel 
(Bai et al., 2006).  
 
2.2.4.5. Toxine Epsilon 
La toxine epsilon de C. perfringens est la toxine clostridienne la plus puissante après les neurotoxines 
botuliniques et tétanique. Elle est produite par les souches de type B (entérotoxémie et dysenterie) 
et de type D (maladie du rein pulpeux) de C. perfringens. Ces pathologies affectent principalement les 
ovins (agneaux), mais peuvent également toucher les caprins et les bovins (Uzal et al., 2002 ; Mete et 
al., 2013 ; Jones et al. 2015), exceptionnellement les humains.  
Nature de la toxine : génotype et phénotype  
Le gène codant pour la toxine, etx, est localisé sur un plasmide de haut poids moléculaire et ne 
présente pas d'homologie de séquence avec des séquences codant pour d'autres toxines ou 
protéines enregistrées dans les bases de données (Bentancor et al., 1999). Néanmoins la structure de 
la toxine est proche de l'aérolysine d’Aeromonas hydrophila (Cole et al., 2004). 
La toxine epsilon est produite sous forme de protoxine inactive (331 a.a., pI 8,02) capable de se fixer 
à la cellule cible, mais devant subir l'action d'une protéase pour devenir toxique (Nagahama et al., 
1998). Cette activation correspond à la perte de 13-14 a.a. au niveau N-terminal et de 22 a.a. au 
niveau C-terminal (Miyata et al., 2001). Différents isoformes (d'environ 31,2 kDa) peuvent ainsi être 
obtenus et possèdent des degrés d'activité variables. 
Effets toxiques 
La toxine epsilon est extrêmement puissante (CL50 : 2 µg/ml in vitro, DL50 : 0,78 ng en souris) et, ce 
même, si un état de tolérance peut être sélectionné lors de faibles doses à répétition (Beal et al., 
2003).  
La toxine epsilon augmente la perméabilité vasculaire et affecte directement l'intégrité des 
endothéliums vasculaires : il en résulte des œdèmes protéiniques (Uzal et al., 2004). In vivo, les 
fonctions de la barrière endothéliale sont rapidement et irréversiblement compromises, de façon 
dose- et temps-dépendante (Adamson et al. 2005). Lésions sont souvent distribuées de façon 
bilatérale et symétrique dans les organes touchés et les signes cliniques non latéralisés (Finnie et al., 
1999). À l'autopsie, on observe principalement de l'œdème cérébral et pulmonaire. Chez la souris, la 
toxine epsilon s'accumule principalement au niveau du rein (glomérules, capillaires et tube 
collecteurs). Mais cet organe a également un effet protecteur car chez la souris, la néphrectomie 
augmente la sensibilité à la toxine (Tamai et al., 2003). Récemment, des anticorps naturels anti-
epsilon (absence de vaccination et transfert d’immunité colostrale) ont été mis en évidence chez des 
chevreaux dès l’âge de 6 semaines en l’absence de tout signe clinique. Mais chez ces animaux, le titre 
en anticorps augmentait de façon drastique en cas d’entérotoxémie (Veschi et al., 2008). 
Au niveau moléculaire, la fixation de la toxine epsilon requiert un récepteur spécifique, 
probablement une glycoprotéine (Shortt et al., 2000). Ces récepteurs sont vraisemblablement 
présents au niveau de l'endothélium (Nagahama and Sakurai, 1992) et pourraient être 
particulièrement représentés dans les organes cibles comme le cerveau et les reins (Finnie et al., 




heptamérique qui s'organise en tonneaux beta dans les zones membranaires résistantes aux 
détergents (DRM's). Ces pores induisent une fuite rapide du K+ et une entrée rapide des Na+ et Cl-, 
ainsi qu’une entrée lente du Ca++ (Petit et al., 2001) associée à une réduction de la résistance 
transépithéliale (Petit et al., 2003). Chez le mouton et la chèvre, lors d'essais sur anses ligaturées, 
Fernandez-Miyakawa and Uzal (2003) ont pu reproduire les transports d'eau et d'ions au niveau du 
petit et du gros intestin. La toxine epsilon induit également des modifications du cytosquelette 
(marginalisation de l'actine, épaississement des microtubules) et des membranes cellulaires 
(bourgeonnements) (Donelli et al., 2003). Les lésions observées au niveau cellulaire aboutissent à de 
la nécrose. La présence de gangliosides et leur teneur en acide sialique semblent diminuer les 
capacités de fixation et d'heptamérisation de la toxine, donc sa toxicité, comme c'est déjà le cas pour 
la toxine alpha (Miyata et al., 2002; Shimamoto et al., 2005).  
Vaccination La vaccination contre la toxine epsilon confère un haut degré de protection (Stephen and 
Pietrowski, 1986) et est largement utilisée en petits ruminants (Oyston et al., 1998; Uzal and Kelly, 
1998).  
 
2.2.4.6. Toxine Iota  
La toxine iota est produite exclusivement par les souches de type E.  
Nature de la toxine : génotype et phénotype  
Contrairement aux autres toxines majeures de C. perfringens, il s'agit d'une toxine binaire composée 
d'un élément enzymatique (Ia) et d'un élément de liaison (Ib) sans lien covalent. Les deux portions de 
la toxine sont indispensables à la toxicité, mais la présence d'anticorps contre l'une des deux portions 
est suffisante pour neutraliser toute activité in vivo. La toxine Iota appartient à la classe des toxines 
ADP-ribosylantes et présente une très forte homologie avec la toxine de C. spiriforme (Sa – Sb). Cette 
homologie est telle qu'il est possible d'intervertir les sous-unités de ces deux toxines en préservant 
l'activité toxique : Ia + Ib = Ia + Sb = Sa + Ib = Sa + Sb. Il existe des homologies avec d'autre toxines du 
même groupe, mais nettement moindres que celle décrite ci-dessus (Sakurai et al., 2003, Tsuge et al., 
2003).  
Les gènes codant pour cette toxine, iap/ibp, sont également localisés sur un grand plasmide. Les deux 
sous-unités de la toxine sont codées par deux gènes de même orientation, séparés par 40 
nucléotides non codants (Stiles et al., 2002). Selon certains auteurs, l'origine du plasmide porteur de 
iap/ibp serait un plasmide porteur de cpe issus d'une souche de type A dans lequel un élément 
génétique mobile portant iap/ibp se serait inséré à hauteur d'un locus tcp pour Transfer Clostridial 
Plasmid. Cet événement aurait transformé des souches de type A en type E, lesquelles ont ensuite 
évolué indépendamment. Cette hypothèse pourrait expliquer pourquoi certaines souches de type E 
possèdent un gène cpe silencieux (voir § beta2) (Songer and Miskimmins, 2004; Li et al., 2007). 
Effets toxiques 
Cette toxine est dermonécrotique chez le cobaye et létale en intrapéritonéal chez la souris (Sakurai et 
al., 1995; Tsuge et al., 2003), mais a une toxicité (in vitro) relativement faible comparée aux autres 
toxines majeures.  
Pour obtenir l'activité toxique, Ia et Ib, exprimées sous forme de pro-toxines, doivent être clivées par 




perfringens sous le contrôle du système VirR / VirS (Gibert et al., 2000). La sous-unité Ib (protoxine de 
100 kDa – 836 a.a) doit subir la protéolyse de ses 171 a.a. N-terminaux pour devenir pleinement 
active (~80 kDa – 665 a.a.) (Stiles et al., 2002). Avant cette activation, la protoxine est capable de se 
lier à la membrane cellulaire mais est incapable d'oligomériser ou de fixer Ia. L'oligomérisation de Ib-
activée en un heptamère de ~530 kD est température-dépendante et facilitée par une protéine 
présente à la surface des cellules et considérée comme son récepteur (Blocker et al., 2001; Stiles et 
al., 2002). Les heptamères de Ib forment des pores qui entrainent une diminution lente de la 
résistance transépithéliale, mais n'agissent pas sur le cytosquelette comme epsilon (Richard et al., 
2002). Ce sont des pores hydrophiles qui ont une plus grande perméabilité au K+ qu'au Cl- (Knapp et 
al. 2002). 
Comme pour les toxines beta ou epsilon, Ib-activé se fixe à son récepteur cellulaire dans les régions 
DRM's (Hale et al., 2004 ; Nagahama et al., 2004). Les complexes Ib-activée / récepteur migrent et se 
regroupent pour oligomériser. Ces oligomères, qui induisent l'endocytose, interagissent avec Ia et les 
3 éléments sont internalisés de concert. La toxine Ib-Ia se trouve dans un endosome d'où Ia est 
exportée dans le cytosol de la cellule eucaryote par un mécanisme pH-dépendant (acidification de 
l'endosome). Ia induit l'ADP-ribosylation de certains types d'actine et entraîne la dislocation du 
cytosquelette en inhibant la polymérisation de l'actine. Cette perturbation du cytosquelette induit à 
son tour une modification de la perméabilité des épithéliums (Aktories and Wegner, 1992; Nagahama 
et al., 2000). 
Concernant l'implication de la toxine iota dans l'entérotoxémie du bovin, Bueschel et associés (2003) 
de même que Songer et Miskimmins (2004) ont montré que les souches de type EE (type E possédant 
le gène cpe) sont considérées comme fréquemment responsables de mort subites chez les veaux.  
Vaccins: La vaccination contre la sous-unité Ib procure une bonne protection contre la toxine iota 
sauvage et également contre la toxine de C. spiriforme sans risque de toxicité (Sirard et al., 1997). Il 
n'y a pas de vaccin contre le type E enregistré pour le veau, mais bien pour les petits ruminants chez 
lesquels il est recommandé (Songer and Miskimmins, 2004). 
 
 
2.2.4.7. Toxine NetB 
NetB pour « Necrotic enteritis toxin B » est la dernière toxine de C. perfringens à avoir été 
découverte et caractérisée au début du XXI° siècle (Keyburn et al., 2008). Elle a été mise en évidence 
chez des volailles atteintes d’entérite nécrotique (EN) à C. perfringens. 
Nature de la toxine : génotype et phénotype 
Le gène codant pour cette toxine, netB, est situé sur un grand plasmide conjugatif (Lepp et al., 2010). 
On le retrouve chez des souches de type A régulièrement porteuses également du gène cpb2 et il a 
une identité de 38% avec cpb le gène de la toxine beta de C. perfringens et 31% d’identité avec le 
gène de la toxine alpha de Staphylococcus aureus (Keyburn et al., 2008). Les études réalisées jusqu’à 
présent montrent une très forte conservation de la séquence, que la souche soit issue ou non d’un 
animal atteint d’entérite nécrotique (Abildgaard et al., 2010 ; Keyburn et al., 2010). Si le gène a été 
mis en évidence chez des souches de volailles atteintes d’EN (EN+), il est également présent chez des 




2010 ; Keyburn et al., 2010 ; Johansson et al., 2010 ; Martin et Smyth, 2009 ; Smyth et Martin, 2010). 
Certaines études montrent une prévalence de NetB plus élevée chez les souches EN+ qu’EN- 
(Keyburn et al., 2008 et 2010 ; Johansson et al., 2010), mais d’autres études montrent le contraire 
(Abildgaard et al., 2010)  
La production de NetB semble sous l’influence positive (up-regulation de la transcription) du système 
virR / virS qui agit déjà de la sorte sur les gènes des toxines alpha et beta2 (Cheung et al., 2010). La 
corrélation entre la présence du gène et son expression est variable d’une souche à l’autre et selon 
les études. Il semblerait que les souches issues d’épisodes cliniques d’EN soient plus à même 
d’exprimer la toxine à des niveaux détectables que celles issues d’animaux sains (Abildgaard et al., 
2010, Keyburn et al., 2010). 
Effets toxiques 
La toxine NetB est cytotoxique pour les hépatocytes LHM (Long Horn Male) chez lesquels elle induit 
des modifications du cytosquelette avec arrondissement de la cellule, souvent associées à l’apoptose 
(rounding), et de la lyse. Elle semble, comme la toxine beta, appartenir à la famille des porines 
(Johansson et al., 2010). Son implication dans l’EN a été testée par construction de mutants netB KO 
(inactivation du gène NetB) qui perdent leur virulence. La virulence est restaurée par 
complémentation avec le gène sauvage (Keyburn et al., 2008). Néanmoins, certaines équipes de 
recherche ont montré qu’il était possible de reproduire l’EN in vivo avec des souches de C. 
perfringens A netB+ mais également netB- (Smyth et Martin, 2010 ; Cooper et Songer, 2010), alors 
que d’autres n’arrivent à induire la pathologie qu’au départ de souches netB+ (Keyburn et al., 2010). 
La virulence des souches en fonction de leur origine « clinique » (animaux EN+ ou EN-) est également 
sujette à controverse. Il semble que les souches issues d’épisodes cliniques soient plus à même 
d’induire de l’EN en conditions expérimentales (Cooper et al., 2010) mais surtout que d’une souche à 
l’autre le score lésionnel soit variable (Johansson et al., 2010), ce qui probablement lié au niveau de 
production de NetB comme l’ont observé les équipes d’Abildgaard et de   Keyburn en 2010. 






Table 8 : Tableau récapitulatif  des toxines majeures de C. perfringens  
Toxine  Alpha 
 
beta2 entétorotoxine beta epsilon iota NetB 
Gène  cpa ou plc cpb2 cpe cpb etx iap-ibp netB 
Localisation gène Chromosome  Plasmide  Chromosome ou 
plasmide 
Plasmide  Plasmide  Plasmide  Plasmide   
Expression  Forme mature Forme mature Forme mature Forme mature Protoxine 
 
Protoxines  
Activation / / / / Protéases  Protéases  / 
Forme active Phosphalipase Porine ? Équilibre ions et 
atteinte tight jonctions 
Porine  Porine  Pore Ib + ADP- 
ribosylation Ia 
Porine ? 
Structure IV° Complexe temporaire ? ??? Binome récepteur 
toxine 
Heptamère  Heptamère  Heptamère  ??? 
Récepteur   ??? oui DRM's DRM's DRM's ??? 
Inactivation Protéases  Protéases  Chaleur 75°C Protéases     
Régulation  Agr-like (VirR/VirS), 











Agr-like*  VirR/VirS 
Table 8 : Toxines majeures de C. perfringens avec leur localisation génétique, leur état activé ou non lors de l’excrétion, leurs propriétés connues, leur mode de régulation 





3. PATHOLOGIES ASSOCIÉES À CLOSTRIDIUM PERFRINGENS ET SES DIFFÉRENTS TOXINOTYPES. 
 
3.1. Pathologies humaines et animales. 
 
Les humains souffrent principalement de pathologies causées par le toxinotype A : gangrène gazeuse 
(type A non enterotoxinogéne), diarrhée sporadique ou associée aux antibiotiques (type A +/- 
enterotoxinogéne), intoxication alimentaire, (type A entérotoxinogène et type D) (Vogel, 1995; Rood 
et al., 1997; Meer and Songer, 1997; Sparks et al., 2001 ; Carney et al., 2002; Vaishnavi et al. 2005). 
Les animaux sont en général atteints d’entérites diverses, accompagnées ou non de diarrhée voire de 
dysenterie ou d’entérotoxémies dont le symptôme cardinal est la mort subite (Songer 1996, 2010). 
Ces pathologies sont causées par des souches des 5 toxinotypes (Rood et al., 1997; Duchesnes et al., 
2003 ; Coetzer and Tustin, 2005; Greene, 2006; Radostits et al., 2007). Mais ils peuvent également 
être victime de gangrène gazeuse. 
La pathologie peut donc être le fait d’une dérive de flore, d’une inoculation traumatique de bactéries 
(spores), voire de l’ingestion de toxines préformées. 
 
3.2. Toxinotypes et implications vétérinaires 
 
La grande majorité des pathologies présentées ci-dessous sont caractérisées par une évolution aiguë, 
un pronostic sombre à désespéré liés à une production de toxines au niveau intestinal mais ayant des 
répercussions systémiques parfois importantes. 
3.2.1. Toxinotype A (toxine alpha +/- entérotoxine, CPB2, NetB)  
Les souches de type A sont principalement associées à des problèmes de diarrhée, dysenterie et 
entérotoxémie chez diverses espèces animales (ruminants, porcs, chevaux, volaille) (Daube et al. 
1996; Songer,1996; Glock and DeGroot, 1998; Herholz et al., 1999; Manteca et al, 2001; Bacciarini et 
al., 2003, Bueschel et al., 2003; Songer and Uzal, 2005). Les plus connues, outre l’entérotoxémie qui 
sera développée dans le chapitre suivant, sont l’entérite nécrotique de la volaille, l’entérite néonatale 
du porcelet et la typhlocolite équine. 
 
3.2.2. Toxinotype B (toxines alpha, beta et epsilon +/- CPB2) 
Le toxinotype B est l’agent causal de la dysenterie de l’agneau. Il semble que les toxines beta et 
epsilon soient les facteurs de virulence majeurs de cette pathologie présentant un taux de mortalité 
proche de 100% (Fernandez-Miyakawa et al., 2007). 
 
3.2.3. Toxinotype C (toxines alpha et beta +/- CPB2) 
Les souches de type C sont essentiellement associées à des pathologies néonatales eu égard à la 
sensibilité de la toxine beta aux protéases, faiblement produites dans le très jeune âge. Elles sont 
responsables d’entérites nécrotiques et hémorragiques chez les porcelets, agneaux, veaux et 
poulains nouveau-nés. Des pathologies à C perfringens de type C peuvent être observées chez des 
animaux plus âgés lorsque le niveau de protéases digestives est significativement diminué ou qu’elles 
sont inhibées. 
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3.2.4. Toxinotype D (toxines alpha et epsilon +/- CPB2) 
Les souches de type D sont responsables de la “maladie du rein pulpeux” (pulpy kidney disease), une 
entérotoxémie qui frappe principalement les moutons (agneaux) et dont la pathogénie est 
directement liée aux effets de la toxine epsilon. La maladie du rein pulpeux se caractérise par une 
absence de lésions intestinales et la présence d’oedèmes résultant d’une atteinte vasculaire ciblant 
principalement les reins et le système nerveux central (Griner and Bracken, 1953; Niilo, 1986; Popoff 
1989). Ces souches peuvent également causer des entérites à caractère nécro-hémorragique 
notamment chez le chevreau (Greco et al., 2015). 
 
3.2.5. Toxinotype E (toxines alpha et iota +/- entérotoxine, CPB2) 
Le rôle et l’importance réelle des souches de C. perfringens type E et de la toxine iota restent 
incertains. Néanmoins, elles semblent impliquées dans les entérotoxémies du mouton et de la chèvre 
au Moyen Orient et du veau en Amérique du Nord ou en Afrique (Billington et al., 1998; Bueschel et 
al., 2003; Efuntoye et Adesotoye, 2003 ; Sipos et al., 2003; Songer and Miskimmins, 2004; Greco et 
al., 2005). Des souches de type EE (type E entérotoxine positive) sont également associées à des 










4. L’ENTÉROTOXÉMIE BOVINE: DESCRIPTION, ÉPIDÉMIOLOGIE, DIAGNOSTIC ET PROPHYLAXIE.- 
CATTLE ENTEROTOXAEMIA AND CLOSTRIDIUM PERFRINGENS: DESCRIPTION, DIAGNOSIS AND 
PROPHYLAXIS . 
 
M. Lebrun, J.G. Mainil, A. Linden. 
Veterinary Record. 2010, 67 : 13-22. 
Department of Infectious and Parasitic Diseases—Bacteriology, Faculty of Veterinary Medicine, 
University of Liège, Liège 4000, Belgium 
 
L’article de revue qui suit décrit de façon détaillée les aspects pratiques de la pathologie au centre de 
ce travail. Il aborde les points auxquels les vétérinaires praticiens sont confrontés et sur lesquels ils 







































































L’entérotoxémie bovine est un syndrome aigu à suraigu caractérisé par une mort subite et des lésions 
nécrohémorragiques au niveau de l’intestin grêle.  Sous l’influence de facteurs déclenchants encore 
mal connus, l’entérotoxémie est caractérisée par une multiplication exponentielle de Clostridium 
perfringens dans des portions souvent limitées de l’intestin grêle et une production de toxines à 
actions locales et systémiques. 
Parmi les nombreuses toxines potentiellement impliquées dans la genèse des lésions, la toxine beta2 
(CPB2) mérite une attention particulière.  Elle a été découverte chez des porcelets atteints d’entérite 
nécrotique (Gibert et al., 1997). Par la suite, de nombreuses études ont permis de la mettre en 
évidence chez d’autres espèces animales dans des circonstances pathologiques diverses ainsi que 
chez des animaux sains. Les souches qui produisent la CPB2 sont largement distribuées, mais 
l’implication de cette toxine dans les pathologies intestinales n’est pas encore élucidée.  Chez les 
bovins, les résultats d’une étude réalisée dans notre laboratoire sur anses intestinales ligaturées ont 
suggéré une action synergique entre la toxine alpha et la toxine CPB2 pour expliquer les lésions 
hémorragiques observées dans le modèle (Manteca et al.,2002). C’est dans le prolongement de cette 
étude que le présent travail a débuté en 2000.  
L’objectif général était de déterminer si la toxine CPB2 est bien associée à des cas d’entérotoxémie 
bovine rencontrés sur le terrain.  Afin de réaliser ces enquêtes cas/témoins de terrain, il a fallu au 
préalable produire une toxine CPB2 d’origine bovine, la purifier et se doter d’outils de détection 
spécifiques du gène cpb2 et de la toxine. 
Les objectifs spécifiques étaient donc les suivants : 
(1) Cloner le gène cpb2 codant pour la toxine CPB2 au départ d’une souche de C. perfringens 
isolée d’un bovin mort d’entérotoxémie ; 
(2) Produire et purifier la toxine CPB2 correspondante ; 
(3) Produire des anticorps polyclonaux dirigés contre cette toxine comme outils de détection ; 
(4) Comparer la prévalence et l’expression de différents allèles du gène cpb2 au sein de souches 
de C. perfringens  isolées soit de veaux morts d’entérotoxémie, soit de veaux sains. Dans ce 
but, 2 enquêtes terrain ont été réalisées, la première sur des veaux provenant d’élevages 
conventionnels et la seconde sur des veaux de boucherie. 












PARTIE EXPE RIMENTALE 
 
Les  3 premières études présentées dans ce travail ont pour objectifs la production de la toxine CPB2  
d’origine bovine en Bacillus subtilis et Escherichia coli sous sa forme mature ou sous forme de 
protéines chimères, sa purification et la production d’anticorps spécifiques. 
Les 3 études suivantes ont un caractère plus épidémiologique. Deux études portent sur la prévalence 
et le type de gène  cpb2  détecté chez des bovins sains ou morts d’entérotoxémie ainsi que sur la 
capacité de souches cpb2 positives à exprimer la toxine CPB2. L’une a été réalisée sur des veaux issus 
d’élevage conventionnel, l’autre sur des veaux d’engraissement. La dernière étude se penche sur la 
phylogénie de séquences cpb2 issues de souches isolées de bovins sains ou morts d’entérotoxémie et 
les compare aux séquences cpb2 déjà publiées. 
  
  







ÉTUDES 1-2-3 : PRODUCTION DE LA TOXINE BETA2 D’ORIGINE BOVINE ET D’ANTICORPS 
POLYCLONAUX SPÉCIFIQUES. 
 
Depuis la découverte de la toxine beta2 de C. perfringens (CPB2), son implication dans diverses 
pathologies digestives a fréquemment été évoquée, mais les premiers travaux ont majoritairement 
été réalisés chez le porc.  Afin d’étudier le rôle  de cette toxine dans l’entérotoxémie bovine, il était 
indispensable de produire une CPB2 d’origine bovine, de la purifier et de se doter d’outils de 
détection spécifiques du gène et de la protéine.  
Au cours de la première étude, une souche de C. perfringens, isolée d’un bovin mort 
d’entérotoxémie, et porteuse du gène cpb2  a été choisie pour cloner le gène d’intérêt.  Des amorces 
spécifiques ont été dessinées afin d’amplifier la séquence codant pour la forme mature de la 
protéine, cpb2fm, sans son peptide signal. La séquence en amont de cpb2fm n’ayant pu être 
amplifiée avec les amorces construites sur base de la séquence porcine de cpb2.  
Sur base de cette séquence, la deuxième étude a permis de produire la protéine correspondante 
(CPB2FM) afin de pouvoir la purifier et l’étudier tant au niveau structure que fonction. La séquence 
cpb2fm a été clonée dans un plasmide d’amplification, puis dans différents plasmides d’expression, 
en Escherichia  coli (E. coli) et / ou en Bacillus subtilis (B. subtilis). Le choix de ne pas produire la 
protéine en Clostridium a été fait pour des raisons d’ordre technique, notamment la possibilité de 
travailler en aérobiose. E. coli a été choisie pour la connaissance que l’on en a et la diversité des 
souches disponibles. Et B. subtilis a l’avantage d’avoir une utilisation du code génétique proche de 
Clostridium. De nombreuses combinaisons souche-plasmide-milieu ont été réalisées afin de stimuler 
la production de la CPB2FM tout en limitant sa dégradation par les protéases. Le gène cpb2fm  a 
également été inséré dans le chromosome de B. subtilis. Au départ de la construction la plus efficace, 
la purification de la CPB2FM a nécessité 3 étapes de chromatographie pour atteindre une pureté 
supérieure à 90%. Cette protéine purifiée a été détectée en Western blot par les anticorps anti-beta2 
d’origine porcine et a permis de produire des anticorps polyclonaux spécifiques en lapins. Ces 
anticorps anti CPB2FM étaient capables de reconnaître la protéine produite par des souches de C. 
perfringens d’origine bovine et porcine. Par contre, les niveaux de CPB2FM obtenus étaient 
insuffisants pour envisager une production à une échelle industrielle. 
C’est la raison pour laquelle des protéines tronquées ont été produites au cours de la troisième étude 
afin d’améliorer et simplifier les étapes de production et de purification. La CPB2FM a été scindée en 
un fragment N-terminal et un fragment C-terminal sur base de la prédiction de la structure 
secondaire de la protéine. Les deux séquences correspondantes ont été amplifiées, puis clonées, 
grâce des amorces  dessinées lors de cette étude, pour être ensuite couplées à la séquence codant 
pour leur protéine porteuse : la béta-lactamase BlaP pour le fragment N-terminal et la glutathion S-
transférase (GST) pour le fragment C-terminal. Ces 2 constructions ont été exprimées en E. coli, puis 
purifiées en une ou deux étapes. Pour les 2 protéines tronquées, une pureté supérieure à 90%, 
compatible avec la production d’anticorps polyclonaux, a été atteinte. Les anticorps produits contre 
les protéines tronquées étaient capables de détecter la CPB2FM en Western Blot. Et les anticorps 
anti-CPB2FM  détectaient les deux protéines chimères en Western blot.  
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Les amorces et les anticorps polyclonaux spécifiques produits au cours de ces 3 premières étapes ont 







1. TYPAGE ET SÉLECTION DES SOUCHES DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS ISSUES DE BOVINS 
MORTS D’ENTÉROTOXÉMIE EN VUE DU CLONAGE DU GÈNE CPB2 
 
Pour travailler sur cpb2 –CPB2, l’étape initiale consistait à sélectionner parmi les souches de C. 
perfringens conservées au laboratoire de bactériologie une souche, issue d’un veau mort 
d’entérotoxémie et porteuse du gène d’intérêt : cpb2. Les différentes étapes de cette sélection sont 
décrites dans le chapitre qui suit.  
  
  








Depuis la découverte de la toxine beta2 de C. perfringens (CPB2), son implication dans diverses 
pathologies digestives, dont l’entérotoxémie bovine, a fréquemment été évoquée, ainsi que son 
action synergique avec la toxine alpha (Manteca  et al., 2002). La CPB2 est, en effet, associée à des 
troubles digestifs divers, souvent à caractère hémorragique et violent (Garmory, 2000). Au début de 
cette étude, peu de choses étaient connues sur cette toxine, que ce soit sa structure, son mode 
d’action ou son implication réelle dans les pathologies citées plus haut. On savait cependant que le 
gène codant se situe sur un mégaplasmide (Gibert et al., 1997 ; Shimizu et al., 2001) et que la toxine 
possède des effets cytotoxique in vitro et létal in vivo chez la souris (Gibert et al., 1997). 
Dans ce contexte, les 3 premières études ont été mises en oeuvre pour produire la toxine CPB2 de 
façon maîtrisée, (i) si possible sous sa forme native afin d’éprouver sa toxicité et son implication dans 
l’entérotoxémie et (ii) en quantité suffisante pour pouvoir envisager une production à des fins de 
diagnostic et /ou d’immunisation. 
Au préalable, il était indispensable de sélectionner des souches de C. perfringens d’intérêt. La 
première étude a été réalisée en ce sens.  Le toxinotype d’une collection de souches de terrain issues 
de cas d’entérotoxémie bovine (Manteca et al., 2001) a été déterminé. Les PCR (Herholz et al., 1999) 
ont permis d’établir qu’il s’agissait bien de souches de C. perfringens de toxinotype A, possédant ou 
non le gène cpb2. Ce typage a été réalisé sur un échantillonnage représentatif  d’isolats belges 
obtenus entre 2000 et 2002 et d’isolats plus anciens (Daube et al., 1994). Sur ces derniers, la 
recherche des gènes codant pour les toxines majeures (alpha, beta1, beta2, epsilon, iota et 
l’entérotoxine) avait déjà été réalisée par hybridation génétique (Daube et al., 1996 ; Manteca et al., 
2002). Le second objectif de l’étude 1 était de sélectionner, parmi les souches cpb2 positives, une 
souche pour en cloner le gène cpb2, si possible dans son entièreté (promoteur, séquence signal et 
séquence codant pour la forme mature de la protéine).  
 
1.2. Matériel et méthode du typage des souches de C. perfringens  
 
1.2.1. Bovins 
Toutes les souches de C. perfringens ont été isolées de bovins morts d’entérotoxémie. Le tableau 
clinique, les lésions d’entérite hémorragique segmentaire et le comptage élevé (> 107 CFU de C. 
perfringens / ml de contenu intestinal) ont permis de confirmer la cause de la mort (Manteca et al 
1994-2001). Les bovins analysés entre 2000 et 2002 sont considérés comme cpb2 positifs si plus ≥ 
50% des souches analysées sont porteuses du gène cpb2 (Herholz et al., 1999). 
  
1.2.2. Souches 
Quarante-cinq souches de C. perfringens (collection 1990) typées par hybridation (Daube et al., 1996) 
conservées à –70°C en Brain Heart Infusion (BHI) (OXOID, United Kingdom) + 20% de glycérol ainsi 
que 102 souches (collection 2000) conservées à –70°C en bouillon Schaedler (OXOID, United 
Kingdom) + 20% de glycérol ont été remises en culture en bouillon Schaedler puis sur boîte Columbia 
Agar avec 5% de sang de mouton (OXOID, United Kingdom).  
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Les cultures ont été réalisées en cabinet anaérobie (N2 80%, CO2 10%, H2 10%) à 37°C pendant 12 à 
18h. L’absence de contamination a été vérifiée par coloration de Gram à chaque étape de culture. 
 
1.2.3. Détermination du toxinotype 
Les souches présentant les caractéristiques morphologiques macroscopiques (colonies hémolytiques 
en « œuf sur le plat ») et microscopiques (bâtonnets Gram+ épais et réguliers) ont été toxinotypées 
par PCR multiplexe (Daube et al., 1994 ; Herholz et al., 1999, Gkiourtzidis et al., 2001) afin de détecter 
la présence des gènes codant pour les toxines alpha, beta1, beta2 (CPB2), epsilon, iota et pour 
l’entérotoxine. L’ADN total des souches a été obtenu au départ des colonies mises en suspension 
dans un tampon de lyse (Tris HCl 0,1M, tween 0.05%, protéinase K 0,024 mg/ml, pH 8.5) durant 1 h à 
60°C. L’inactivation de la réaction de lyse est réalisée en portant à ébullition pendant 5 min. La 
fraction contenant l’ADN (surnageant) est  récupérée par centrifugation (15000 rmp, 10 min, 4°C). 
Les DNA polymérases, Taq, Pfu et Pfx ainsi que les amorces et les oligonucléotides proviennent de 
chez Roche (Suisse) et Amersham Biosciences (Suède) et Eurogentec (Belgique). Les PCR ont été 
réalisée sur un thermocycleur Mastercycler (Eppendorf, United Kingdom). Les amplicons sont 
détectés par électrophorèse en gel d’agarose et révélés au bromure d’éthidium.  
 
1.2.4. Amplification du gène de la CPB2 
Les amorces publiées par Gibert et associés (1997) [P385,  P393] et Herholz et associés (1999) [P319, 
P320] ont été testées selon les conditions d’amplifications décrites par les auteurs (Figure 1).  
 
 
Figure 1 : Positions des amorces P385, P393 (Gibert et al., 1997) et P319, P320 (Herholz et al., 1999), utilisées 
pour essayer d’amplifier le gène cpb2 d’une souche d’origine bovine. Prom : promoteur ; PS : peptide signal ; 
cpb2-FM : séquence codant pour la forme mature de la protéine.  
Ces amorces ont également été testées en combinaison (P319+P393 et P385+P320) et selon 
différentes conditions d’amplification présentées dans les tables 1 et 2.  
Les nouvelles amorces destinées à amplifier la séquance codant pour la forme mature de la protéine 
CPB2 ont été générées avec l’aide du programme Vector NTI (Invitrogen, United Kingdom) sur base 







Table 1 : Amorces pour cpb2 et  tailles des amplicons  
Amorces [combinaisons] Séquences 
p319 5’- GAAAGGTAATGGAGAATTATCTTAATG-3’ 
p320 5’- GCAGAATCAGGATTTTGACCATATACC-3’ 
p393 5’-CCAGTAAAAATTGACCTTAAAAAA-3’ 
p385 5’-GGATATCTTAAATTTAGCACAG-3’ 
[P319-P320] 573 pb 
[P385-P320] 900 pb 
[P319-P393] 1000 pb 
[P385-P393] 1350 pb 
 
Table 1 : Amorces utilisées pour l’amplification du gène cpb2 et tailles des amplicons théoriquement obtenus 
avec les combinaisons de ces différentes amorces. 
 
Table 2 : Conditions d’amplification testées pour amplifier cpb2 avec les différentes combinaisons 
d’amorces P385, P393 (Gibert et al., 1997) et P319, P320 (Herholz et al., 1999). 
Tm 25 cycles 30 cycles 35 cycles 
50°C Taq-Pfu Taq-Pfu Taq-Pfu 
55°C Taq-Pfu Taq-Pfu; Pfu Taq-Pfu; Pfx 
60°C   Pfx Pfx 
 
Table 2 : Combinaisons d’amorces : [P319-P320], [P385-P320], [P319-P393], [P385-P393]. Enzymes utilisées : 




1.3.1. Typage des souches 
Des difficultés ont été rencontrées pour relancer les cultures de certaines souches aussi bien celles 
provenant de la collection 2000 que celles de la collection 1990. 
Pour les souches plus anciennes (collection 1990), on observe des discordances concernant la 
présence du gène cpb2 entre les résultats obtenus précédemment par hybridation (Manteca et al., 
2002) et ceux obtenus par PCR selon les conditions décrites par Herholz et associés (1999). En effet, 
sur 45 souches testées, 2 souches cpb2 négatives par hybridation se sont révélées positives en PCR et 
a contrario, 17 souches positives par hybridation étaient négatives en PCR. Ces divergences sont 
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Table 3 - Collection 1990 : comparaison de la détection de cpb2 par hybridation et PCR (Herholz et 
al., 1999) 
cas (bovin) souche Hybridation PCR (Herholz) 
46433 C11 + - 
46433 C12 + - 
46433 C13 + - 
46433 C14 + - 
46433 C15 + - 
46433 C16 + - 
46433 C17 + - 
46433 C18 + - 
46433 C19 + - 
46433 C20 - + 
46433 C21 - + 
46433 C22 - - 
46658 C3 + + 
46658 C5 + - 
46804 C10 + + 
46804 C9 + + 
46929 C6 + + 
46929 C9 + + 
46959 C5 + - 
46959 C6 + - 
46959 C8 - - 
46960 C7 + + 
46960 C8 + + 
46972 C10 + + 
46972 C11 + - 
46977 C9 + + 
47001 C12 + + 
47001 C5 + + 
47001 C6 + + 
47002 C12 + + 
47004 C6 + + 
47009 3 + - 
47009 4 + + 
47009 8 + + 
47009 12DH + + 
47009 5DH + + 
47009 6DH + + 
47009 ODH + + 
47009 OHD + + 
47024 C4 - - 
47048 C18 + - 
92E 146 + + 
93E 814 + - 
ATCC 3626 + - 




Table 3 : Résultats sur les souches anciennes des hybridations génétiques (Manteca) et des PCR (selon Herholz 
et al., 1999). Les souches sont classées selon l’animal-cas d’origine et le numéro de souche associé à ce cas. 
La majorité des souches récentes typées s’avèrent être des souches de type A non-
entérotoxinogènes (94/103). 
Globalement, 55 % des souches récentes et anciennes possèdent le gène cpb2, les résultats détaillés 
sont présentés dans la table 4.  
Table 4 : Résultats de la détection du gène cpb2 par PCR (Herholz et al., 1999) sur les souches de C. 
perfringens isolées de bovins entérotoxémiques (collections 2000 et 1990) 
Cas (bovins) 
cpb2 Nb de souches 
testées PCR (+) PCR (-) 
Collection 2000 55 47 102 
56223   4 4 
56225 1 2 3 
56362 3 2 5 
56365 3   3 
56502   5 5 
56523 2 1 3 
56527 4 1 5 
56548 5 1 6 
56567 3 1 4 
56575 4   4 
56614 3 3 6 
56622 5 1 6 
56673 5   5 
56711 4 1 5 
56712   5 5 
56726 4   4 
56756 3 2 5 
56766 2 2 4 
56792   5 5 
56846   5 5 
56849   5 5 
56885 4 1 5 
Collection 1990 25 20 45 
47009 7 1 8 
47001 3   3 
46433 2 10 12 
46804 2   2 
46929 2   2 
46960 2   2 
46658 1 1 2 
46972 1 1 2 
46977 1   1 
47002 1   1 
47004 1   1 
92E 1   1 
G14CO 1   1 
46959   3 3 
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47024   1 1 
47048   1 1 
93E   1 1 
94E   1 1 
TOTAL 80 67 147 
 
Quinze des 22 bovins morts d’entérotoxémie entre 2000 et 2002 et dont les souches ont été 
analysées, se révèlent cpb2 positifs selon les critères déterminés ci-dessus. Cet exercice n’a pas été 
réalisé pour les souches de l’ancienne collection car le nombre de souches par animal était 
insuffisant. 
 
1.3.2. Choix des souches pour le clonage du gène 
Trois souches issues de bovins morts d’entérotoxémie ont été choisies pour amplifier le gène codant 
pour CPB2 sur base de l’intensité et de la pureté du signal PCR. Les résultats d’amplification (Herholz 
et al., 1999) de ces 3 souches (46433-C21 ; 46658-C3 et 47001-C12) sont présentés sur la figure 2.  
Figure 2 : ADN génomique et mégaplasmidique des souches séléctionnées 
 
Figure  2 : ADN génomique et mégaplasmidique après purification de souches de bovins entérotoxémiques. 0 : 
Smart Ladder (200 pb, Eurogentec, Liège) ; 1 à 3 : Souches de Clostridium perfringens 46433-C21 (1), 46658-C3 
(2) et 47001-C12 (3).  Gel d’agarose 1 % coloré au bromure d’éthidium.  
1.3.3. Amplification du gène qui code pour la protéine CPB2 
L’amplification de la séquence bovine codant pour la protéine CPB2, son promoteur et son peptide 
signal [amorces P385 – P393], selon les conditions préconisées par Gibert et associés (1997) et les 
conditions décrites dans la table 2, n’a donné aucun résultat sur ces 3 souches sélectionnées. 
L’utilisation des combinaisons d’amorces dans différentes conditions (tables 1 et 2) a montré que les 
réactions incluant l’amorce P385 n’aboutissent à aucune amplification contrairement aux autres 
(Figure 3). Il semble donc que le problème se situe en amont de la séquence codante pour la forme 
mature de la protéine (cf Figure 1). 
 
ADN génomique et mégaplasmidique




Figure 3 : Essais d’amplification par différentes combinaison de paires d’amorces et conditions PCR 
 
Figure 3 : PCR cpb2– Essais avec différentes paires d’amorces et différentes conditions de PCR sur l’ADN de la 
souche 47001-C12. 0 : Smart Ladder (200 pb, Eurogenec, Liège). Conditions de PCR : mélange Taq + Pfu, Tm  
50°C, 25 cycles (1 à 4) ; mélange Taq + Pfu, Tm 55°C, 30 cycles (5 à 8) ; Pfx, Tm 55°C, 30 cycles (9 à 12). Gel 
d’agarose 1 % coloré au bromure d’éthidium. Les combinaisons de amorces : P319 + P320 (1, 4, 8 ; positives) ; 
P385 + P 320 (2, 5, 9 ; négatives) ; P319 + P393 (3, 6, 10 ; positives) ; P385 + P393 (4, 7, 11 ; négatives).  
Néanmoins, les meilleurs résultats d’amplification avec les différentes combinaisons d’amorces ont 
été obtenus avec la souche 47001-C12, ayant été choisie pour les étapes ultérieures d’amplification. 
Suite à ces observations, des amorces spécifiques s’hybridant en amont et en aval de la séquence 
nucléotidique codant uniquement pour la forme mature de la protéine (CPB2FM) ont été générées 
sur base de la première séquence publiée (Gibert et al., 1997) avec l’aide du programme Vector NTI 
(Invitrogen, United Kingdom) : SacI-cpb2FM ou -tox4 (5’-
GAGCTCAGGCCAAAGAAATCGACGCTTATAGAAAGGT AATGG-3’) et EcoRI-cpb2FM ou -tox5 (5’-
GAATTCCTATGCACAATACCCTTCACC-3’). Les sites de restrictions ont été incorporés aux amorces afin 
de permettre le clonage dans un vecteur d’expression, la séquence clonée se trouvant alors sous 
dépendance du peptide signal et du promoteur du vecteur d’expression. 
D’autres amorces encadrant le promoteur et le peptide signal ont également été dessinées (-tox1, 
-tox2, -tox3) dans le cadre de ce travail sur base de la séquence publiée par Gibert et associés 
(1997) mais aucune amplification du gène cpb2 n’a pu être obtenue. Les amorces nouvellement 
créées sont reprises dans la table 5 et leur position par rapport au gène cpb2 dans la figure 4. 
Table 5 : Amorces dessinées lors de cette étude pour amplifier le gène cpb2 d’origine bovine sur base 
de la séquence publiée par Gibert et associés (1997). 
Amorces Séquences Tm 
-tox1 5'-TTTTTTAAGCTCAATTTTTACTGGTAA-3' 61 °C 
-tox2 5'-GGATATCTTAAATTTAGCACAGAAGAATG-3' 62 °C 
-tox3 5'-GGGATATCTTAAATTTAGCACAG-3'  57,4 °C 
-tox4 5’-GAGCTCAGGCCAAAGAAATCGACGCTTATAGAAAGGTAATGG-3’ 55 °C 
-tox5 5’-GAATTCCTATGCACAATACCCTTCACC-3' 54 °C 
  
Table 5 : Nouvelles amorces pour l’amplification du gène cpb2 d’origine bovine. Les amorces -tox4 et-tox5 
possèdent un site de restriction : SacI pour -tox4  (GAGCTC) et EcoRI pour -tox5 (GAATTC). Les différentes Tm 
sont indiquées dans la colonne de droite. 
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Figure 4 : Amorces dessinées pour amplifier le gène codant pour la forme mature de la protéine CPB2 
 
 
Figure 4 : Position des nouvelles amorces -tox 1 -tox 2, -tox 3, -tox 4  et -tox 5 par rapport au gène cpb2 
sur base de la séquence publiée par Gibert et associés (1997).  Prom : promoteur ; PS : peptide signal ; cpb2-
FM : séquence codant pour la forme mature de la protéine. 
 
1.4. Discussion  
 
1.4.1. Souches issues de bovins morts d’entérotoxémie 
Les tests PCR réalisés sur les souches de terrain récentes confirment la prédominance du toxinotype 
A en cas d’entérotoxémie à C. perfringens chez le bovin.  
Lorsqu’un animal possède des souches de C. perfringens cpb2 positives, celles-ci représentent 
souvent la majorité des souches testées. 
Des souches de C. perfringens issues de bovins entérotoxémiques ou morts à l’abattoir continueront 
d’être isolées et typées afin d’évaluer de façon plus précise la dispersion de ce gène au sein de la 
flore intestinale des bovins en fonction du tableau clinique associé. 
Les difficultés rencontrées pour relancer la culture de certaines souches pose la question de la bonne 
conservation de l’ADN bactérien et de l’intérêt de travailler sur des souches qui ont subi le moins de 
stress possible surtout lorsque le gène-cible est situé sur un plasmide ou tout autre élément 
potentiellement mobile. Ce risque est illustré par la proportion non négligeable de souches positives 
à l’hybridation génétique avec une sonde cpb2 qui se sont révélées négatives par PCR. 
Ce point doit néanmoins être nuancé en fonction des différences de sensibilité, spécificité et 
robustesse des 2 techniques. En effet, les sondes sont moins sensibles à de légères modifications de 
séquences que les amorces PCR. Donc les souches « hybridation positive / PCR négative » peuvent 
soit avoir perdu le plasmide porteur du gène cpb2 en cours de conservation ou manipulation, soit 
posséder un gène cpb2 reconnu par la sonde mais pas par les amorces, suite à de légères divergences 
de séquences. 
 
1.4.2. Clonage du gène cpb2 
Dans ce travail, les étapes d’isolement du gène de la CPB2 se sont finalement concentrées sur la 




amont de cette dernière (promoteur et peptide signal). En effet, en utilisant l’amorce en amont du 
gène cpb2 publiée par Gibert et collaborateurs (1997) ou en dessinant de nouvelles amorces sur base 
de la séquence complète publiée par la même équipe, les essais d’amplification de la totalité du gène 
cpb2 au départ de la souche bovine 47001-C12 se sont révélés infructueux. Ces résultats suggèrent 
qu’il existe une certaine variabilité nucléotidique du gène cpb2 entre souches de C. perfringens, 
notamment au niveau du promoteur. Ce genre d’observation a déjà été faite pour la toxinealphade 
C. perfringens (CPA) (Ginter et al., 1996). Gibert et collaborateurs (1997) avaient également 
remarqué qu’il existait une grande hétérogénéité au sein des plasmides portant cpb1 et cpb2, les 
gènes des toxines CPB1 et CPB2respectivementCes variations peuvent être liées à l’espèce 
d’origine, ou simplement aux différences éventuelles entre souches provenant d’une même espèce 
animale. Il serait intéressant, comme cela a été fait pour la toxine alpha, de pouvoir analyser les 
mutations existant entre les toxines provenant de nombreuses souches afin de voir si ces mutations 
peuvent avoir un effet sur la structure, l’activité ou l’immunogénicité de la protéine.  
 
1.5. Conclusion et perspectives 
 
En conclusion, cette première étude a permis de déterminer (i) le toxinotype des souches 
nouvellement collectées et (ii) les souches porteuses du gène cpb2 afin de sélectionner une souche 
de C. perfringens bovine en vue du clonage de ce gène. 
Les étapes suivantes consisteront (i) à transférer le gène cpb2 dans d’autres bactéries reconnues 
pour leur facilité de manipulation et leur capacité de production de protéines exogènes à savoir 
Bacillus subtilis (B. subtilis) et Escherichia coli (E. coli) et (i) à optimiser le niveau de production de 
CPB2 chez celles-ci. En effet, le caractère anaérobie de Clostridium et le risque de perte d’éléments 
génétiques (plasmides) en cas de stress aérobie (Frey, 2002 communication orale) rendent sa 
manipulation complexe et peu répétable (Roberts et al., 1988, Zdanovsky et Zdanovskaia, 2000). De 










2. PURIFICATION OF THE RECOMBINANT BETA2 TOXIN (CPB2) FROM AN ENTEROTOXAEMIC 
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Dans cet article sont développées les différentes techniques mises en oeuvre pour produire de la 
CPB2FM au départ de la séquence codant pour la forme mature de la protéine (cpb2FM en plasmide 
d’expression ou intégrée au chromosome bactérien) ainsi que les étapes de purification de CPB2FM et 




















































































3. CONSTRUCTION DE DEUX PROTÉINES TRONQUÉES SUR BASE DES FRAGMENTS N- ET C-
TERMINAUX DE CPB2FM. 
 
 
Au vu des quantités de CPB2-FM obtenues, il a été décidé, en cours de thèse, de produire deux 
fragments de CPB2-FM sous forme de protéines tronquées ou protéines chimères. Ces constructions 
ont été réalisées dans le but d’augmenter les niveaux de production et les protéines tronquées 
obtenues après purification ont servi à la production d’anticorps polyclonaux spécifiques de leur 
protéine tronquée et de CPB2-FM. 
  
  






3.1. Introduction  
 
Un des objectifs initiaux de ce travail était d’obtenir une construction capable de s’adapter aux 
exigences de production d’une protéine à l’échelle industrielle, que ce soit un outil diagnostic ou un 
antigène à vocation vaccinale. 
Au cours des essais de production de la forme mature de la protéine CPB2 d’origine bovine (CPB2 
FM), en E. coli comme en B. subtilis, deux problèmes sont apparus. Premièrement, la quantité de 
protéine obtenue est faible comparée aux capacités connues d'expression des combinaisons 
plasmides-bactéries testées (Filée, 2001). Deuxièmement, le mode d’action de CPB2 étant inconnu, il 
est impossible de vérifier si les étapes de purification successives ne dénaturent pas la protéine avec 
pour conséquence de diminuer voir annihiler sa toxicité (Gibert et al, 1997 ; Fisher et al., 2006). 
Cette toxicité est (i) à la fois une hypothèse à démontrer afin de prouver ou non l'implication de CPB2 
dans l'entérotoxémie bovine et (ii) un possible frein technique à la surproduction de cette protéine. 
En effet, si la CPB2FM s’avère réellement toxique, les cellules productrices pourraient (i) être lésées 
voire détruites, ce qui limiterait de facto la production de CPB2FM et (ii) en restreindre la production  
par réaction d'autodéfense. 
Afin de contourner cette difficulté et d'obtenir un outil de détection efficace et robuste, la 
production de protéines tronquées formées par la fusion d'un fragment (N- et C- terminaux) de la 
CPB2 FM et d'une protéine porteuse a été envisagé.  
 
3.2. Matériel et méthodes  
 
3.2.1. Souches bactériennes 
Les souches utilisées dans cette étude sont reprises dans la table 1. 
Escherichia coli : E. coli DH5 (Invitrogen, USA) a servi à amplifier les plasmides porteurs des gènes 
de protéines tronquées. E. coli DH5, E. coli SF120 ont été utilisées pour exprimer la protéines 
tronquées N-terminale (CPB2Nt_BlaP) ; E. coli SF120 et E. coli BL21 CodonPlusTM(DE3)RIL pour 
exprimer la protéine tronquée C-terminale (GST_CPB2Ct). Ces souches ont été cultivées en bouillon : 
Luria-Bertani (LB), Terrific (TB, Difco, USA) et 2XYT (Difco, USA). Pour la protéine tronquée N-
terminale, les souches recombinantes ont été sélectionnées avec de l’ampicilline à 50µg.ml-1 et 
spectinomycine à 100 µg.ml-1 (SF120) ou spectinomycine à 50 µg.ml-1 (DH5). Pour la protéine 
tronquée C-terminale, les souches recombinantes ont été sélectionnées avec de l’ampicilline à 
100µg.ml-1 (SF120) ou ampicilline à 30µg.ml-1, chloramphenicol avec adjonction de leucine, isoleucine 
et arginine à 50 µg.ml-1 pour les E.coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL afin de conserver le t-RNA des 
codons rares. 
3.2.2. Clonage des gènes d’intérêt 
Les souches bactériennes, les amorces et les plasmides sont respectivement repris dans les tables 1, 
2 et 3. Les manipulations de l’ADN de routine ont été réalisées selon les recommandations de 
Sambrook et associés (1989). 
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Table 1 : Souches  





F- ompT hsdSB (rb
- mb
-) gal dcm (DE3).  
Extra copies of E. coli, argU, ileY, and 
leuW tRNA genes 
Camr Stratagene, ,USA 
E. coli BL21 E. coli B F- dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal 
[malB+]K-12(λ
S) 
Camr Stratagene, ,USA 
E. coli DH5Tm F- 80 dlacZM15 (lacZYA-argF)U169 
deoR recA1 endA1 hsdR17(rk
-,mk
+) phoA 
supE44 - thi-1 gyrA96 relA1 
Camr Life Technologies, 
Allemagne 
E. coli SF120 deficient in chromosomal genes ptr, 
ompT and degP encoding proteases 
Protease III, OmpT, and DegP, 
respectively 
ptr32::ΩCat r degP41(ΔPstI-Kan r )  
ΔompT 
Kanr United States 
Patent US5264365 
(ATCC 55099) 
Table 1 : Souches utilisées pour le clonage, l’amplification et la production des proteins tronquées.  
 
Table 2 : Amorces utilisées 
Amorces Séquences    Sites  
cpb2_BlaP 5’- TTAGAAGATTTTAAATAGACCCTAACAGTAATAATCAAACGAATGCCTCG - 3’  
BlaP_cpb2 5’ – GAGGCATTCGTTTGATTATTACTGTTAGGGTCATATTTAAAATCTTCTAA-3’  
BetaTox-4 5’- GAGCTCAGGCCAAAGAAATCGACGCTTATAGAAAGGTAATGG-3’ SacI 
GST_cpb2 5’ – GGGATCCCCCCTAACCAACAACTGAAA – 3’  
BetaTox-5 5’- GAATTCCTATGCACAATACCCTTCACC-3’ EcoRI 
Table 2 : listes des amorces utilisées pour le clonage des séquences codant pour les protéines tronquées. 
Certaines de ces amorces contiennent des sites de restriction (souslignés) qui sont mentionnés dans la colonne 
« sites » : BetaTox-4 (Tox-4) site SacI ; BetaTox-5 (Tox-5) site EcoRI. 
Table 3 : Plasmides 
Plasmides Hôtes et Particularités Source et référence 
pGem-T Easy E.Coli Ampr (100 µg/ml) Promega, Madison , USA 
pBLTS E. coli Ampr (100µg/ml) 
B. subtilis Kanr (10µg/ml) 
P. Filée, CIP 
pSPC E. coli Ampr (50 µg/ml), Spcr (100µg/ml) P. Filée, CIP 
pGEX(5x-1): GST Gene fusion E. coli Ampr (100 µg/ml) Amersham Biosciences, USA 





3.2.2.1. Séquence codant pour la forme mature de la CPB2 : cpb2FM. 
La séquence C-terminale a été obtenue au départ de l’ADN génomique d’une souche de C. 
perfringens de bovin entérotoxémique (47001-C12), obtenu selon la technique décrite par Herholz et 
associés (1999). 
 La construction pBLTS72_cpb2FM (Lebrun et al., 2007), dans laquelle le gène cpb2FM (origine : 
47001-C12) est sous contrôle des promoteurs, séquence signal et terminaison du plasmide navette 
(E. coli , Bacillus), a servi de base à l’amplification de la séquence N-terminales. 
 
3.2.2.2. Choix des séquences N- et C-terminales du cpb2FM et des protéines 
porteuses. 
Les fragments N- et C-terminaux de la CPB2FM (cpb2Nt et cpb2Ct) ont été choisis sur base des 
résultats du séquençage et des hypothèses de structures secondaire et tertiaire (Programme LOGIC 
PILE UP de GCG dont option helicalwheel). Les protéines porteuses ont été choisies pour la maîtrise 
de leur production et purification et leur facilité de détection-dosage (Filée 2001) : la beta lactamase 
(BlaP) pour le fragment CPB2Nt et la Glutathion-S transférase (GST ou P2) pour le fragment CPB2Ct. 
 
3.2.2.3. Réaction de Polymérisation en Chaîne : PCR 
Les PCR ont été réalisées sur un thermocycleur Mastercycler (Eppendorf) dans un volume de 50 µl 
contenant : 5 µl d’ADN modèle, 450 µl de Taq-PCR mix (Tris HCl 10 mM, pH 8.3 ; MgCl2 1.5 mM, KCl 
50 mM) contenant 200µM de chaque déoxynuclétide, 0.25 mM de chaque amorce et 1.5 U de 
Taq/Pfu polymérases (v/v) (Amersham Biosciences, USA). Les conditions spécifiques d’amplification 
relatives à chaque protéine tronquées sont décrites dans le paragraphe suivant, elles sont précédées 
d’une incubation de 5 min à 95°C et suivie d’une phase d’extension de 7 min à 72°C. Les produits de 
PCR ont été purifiés par GFX (Amersham Biosciences, UK) entre chaque étape. Les amplicons ont été 
visualisés par coloration au bromure d’éthidium après électrophorèse en gel d’agarose à 1.5%  
 
3.2.2.4. Obtention du fragment N-terminal : cpb2Nt-BlaP 
La séquence cpb2Nt_BlaP a été obtenue en 3 étapes.  
Une première PCR a permis d’amplifier la séquence de la protéine porteuse (BlaP) au départ du 
plasmide pSPC-BlaP (CIP) avec amorces Beta2_BlaP (up) et BlaP_EcoR1 (down) : 35 cycles de 1 min à 
94°C, 1 min à 60°C (Tm), 30 sec à 72°C.  
La seconde étape a consisté à amplifier le fragment N-terminal de cpb2FM au départ du 
pBLTS72_cpb2Fm avec les amorces SacI_beta2 (up) et Beta2_BlaP (down) : 35 cycles de 1 min à 94°C, 
1 min à 55°C (Tm), 90 sec à 72°C (Figure 1).  
Une dernière étape a été nécessaire pour obtenir le fragment cpb2Nt_BlaP au départ des deux 
produits PCR des étapes 30 sec à 72°C. 
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Figure 1 : positions des amorces pour l’obtention de la protéine tronquée N terminale. BlaP est le gène codant 
pour une beta lactamase et cpb2 Nt est la séquence codant pour le fragment N terminal de CPB2 
 
 
3.2.2.5. Obtention du fragment C-terminal GST_cpb2Ct 
L’ADN génomique de la souche 47001-c12 a subi une PCR avec les amorces GST_BlaP (up) et Btox5 
(down) : 35 cycles de 1 min à 94°C, 1 min à 60°C (Tm), 30 sec à 72°C (Figure 2). 
 
 
Figure 2 : positions des amorces pour l’obtention de la protéine tronquée C-terminale.  Cpb2 Ct est la séquence 
codant pour le fragment C terminal de CPB2, GST : Glutathion S transférase. 
 
3.2.2.6. Clonage en plasmide pGEM 
Avant d’être clonés dans le pGEM (T4 DNA ligase), les produits de PCR purifiés, cpb2Nt_BlaP et 
GST_cpb2Ct, ont subi un ajout d’une base alanine (dATP 200 µM, 15 min à 72°C, 10 min à 97°C, Taq 
polymérase). Les plasmides obtenus après ligation des fragments d’intérêt dans le pGEM ont été 
amplifiés en E. coli DH5 par culture overnight à 37°C (LB, Ampi100) puis purifiés par Nucléobond 





3.2.3. Obtention des vecteurs d’expression et expression des protéines tronquées. 
 
3.2.3.1. Protéine tronquée N-terminale : CPB2Nt_BlaP 
Le fragment cpb2Nt_BlaP et le plasmide pSPC ont été digérés séquentiellement par SacI et EcoRI 
(Promega) avant la ligation (T4 DNA ligase). 
La production de protéine tronquée CPB2Nt_BlaP a ensuite été étudiée dans différentes conditions 
reprises dans la table 4. La production a été réalisée en E. coli SF120 et DH5 transformées avec le 
pSPC_cpb2Nt_BlaP. Après une nuit de culture à 37°C en TB Amp50, Spc100 ou 2XYT Amp50, Spc75, la 
fraction périplasmique a été récupérée par choc osmotique par le froid (Sambrook et al., 1989).  
3.2.3.2. Protéine tronquée C-terminale : GST_CPB2Ct. 
Le pGEM-GST_cpb2Ct et le plasmide d’expression pGEX(5x-1) ont été linéarisés par digestion avec 
BamHI et EcoRI en tampon multicore (Promega). Le fragment GST_cpb2Ct purifié et le pGEX(5x-1) 
ont ensuite été ligués (T4 DNA ligase) pour obtenir le pGEX(5x-1)-GST_cpb2Ct. Ce plasmide a ensuite 
été amplifié en E. coli DH5a et purifié par Nucleobond AX 100.  
La production de la protéine tronquée GST_CPB2Ct, inductible à l’IPTG (isopropylthiogalactosidase, 
3h), a ensuite été étudiée dans différentes conditions reprises dans la table 5. La production a été 
réalisée en E. coli SF120 et BL21-CodonPlus™(DE3)-RIL. Après une nuit de culture en TB Amp000 ou 
2XYT Amp100, Clp30 et Ile-Leu,Arg 50µg.ml-1, les bactéries ont été récupérées par centrifugation (15 
min, 5000rmp,4°C). La fraction cellulaire soluble a été obtenue par des cycles courts et répétés de 
sonication sur glace du culot bactérien remis en suspension dans du PBS, puis récupérée par 
centrifugation, 10 min à 18000 rpm à 4°C.  
3.2.3.3. Protéines 
Pour éviter la dégradation des protéines tronquées, des inhibiteurs de protéases : EDTA, Péfabloc 
(Roche, Suisse) ou de pont disulfure : -mercaptoéthanol, ont été utilisés lors des étapes d’obtention 
des fractions d’intérêt et de purification. L’estimation de la concentration en protéines des 
différentes étapes d’expression et purification a été réalisée grâce au test BCA (2-Bicinchoninic Assay, 
Pierce, USA). 
3.2.4. Purification des protéines tronquées. 
Les résines et colonnes proviennent de chez Amersham Biosciences (USA) et les fractions sont 
vérifiées par SDS-PAGE (15%) entre chaque étape de purification. 
3.2.4.1. Protéine tronquée N-terminale : CPB2Nt-BlaP (table 4) 
La fraction périplasmique des E. coli SF120 transformées par le plasmide d’intérêt a été diluée en 
tampon phosphate 50mM et sulfate ammonique 1.5M à pH 7. La purification a été réalisée sur 
colonne hydrophobe isopropyle en 2 étapes successives. D’abord un gradient de sulfate ammonique 
de 1.5 à 0 M à pH 7, suivie d’une purification par 3 paliers de NaCl (7.5, 15 et 100%) à pH 7.4. Les 
fractions d’intérêt ont une pureté en CPB2Nt_BlaP supérieure à 90% et serviront à l’obtention 
d’anticorps polyclonaux. 
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La fraction périplasmique des E. coli DH5 transformées par le plasmide d’intérêt a été diluée en 
tampon acétate 10mM à pH 4.5 et passée sur colonne S sépharose Fastflow. La première étape 
d’élution a été réalisée par un gradient de NaCl de 0 à 1M à pH 4.5. Les fractions d’intérêt ont été 
poolées et dialysées 3 h en tampon Tris 10mM à pH 7.2 et la colonne régénérée. La seconde 
purification a été réalisée sur la même colonne, également par un gradient de NaCl de 0 à 1M mais 
en tampon Tris 10mM à pH 7.2. Les fractions d’intérêt ont une pureté supérieure à 80% et serviront à 
vérifier les anticorps produits contre la forme mature de CPB2 et la protéine tronquée N-terminale.  
 
3.2.4.2. Protéine tronquée C-terminale : GST_CPB2Ct (table 5) 
La fraction cellulaire soluble des E. coli BL21-CodonPlus™(DE3)-RIL transformées par le plasmide 
d’intérêt a été diluée en tampon Tris 100mM. La purification a consisté en 2 cycles successifs de (i) 
fixation sur résine glutathion sépharose 4B de 1h à température ambiante puis (ii) élution avec une 
solution de glutathion 20 mM en tampon Tris 100 mM, NaCl 120mM à pH 8 additionnée d’EDTA 5 
mM et Péfabloc 1 mM (antiprotéases).  
La fraction cellulaire soluble des E. coli SF120 transformées par le plasmide d’intérêt a été diluée en 
tampon Tris 100mM. La purification a consisté en 2 cycles successifs de (i) fixation sur résine 
glutathion sépharose 4B une nuit à 4°C puis (ii) élution avec une solution de glutathion 30 mM en 
tampon Tris 100 mM, NaCl 120mM à pH 8 additionnée de Péfabloc 1 mM (antiprotéases). Les 
fractions d’intérêt ont une pureté en GST-CPB2Ct supérieure à 90%, compatible avec la production 
d’anticorps. 
3.2.5. Production d’immunsérums polyclonaux 
Les fractions contenant les protéines tronquées (CPB2Nt-BlaP et GST-CPB2Ct), pures à > 90% ont été 
utilisées pour immuniser des lapins New Zealand au Centre d’Economie Rurale et d’Hormonologie 
(Belgique). Chaque lapin reçoit en sous-cutané 150µl d’une solution de protéines à 250 µg.ml-1 
minimum aux jours 0, 14, 28 et 56. Un échantillon de sérum est prélevé aux jours 0, 38 et 66 et les 







Table 4 : Production de CPB2Nt_BlaP 
 
Table 4 : étapes de production (expression) et purification de la protéine tronquée N terminale, CPB2Nt_BlaP. TB : terrific broth, 2XYT :double yeast-tryptones, Amp : 
ampicilline, SPC : spectinomycine, (NH4)2. SO4 : sulfate d’ammonium, Ac : anticorps polyclonaux 
 
E. coli Milieux de 
culture 
Obtention fraction 
périplasmique par choc 
osmotique par le froid 
Matrices de 
purification  






Tampon phosphate 50 mM, 




Gradient de (NH4)2. SO4  
de 1.5M à 0M  
(Salting Out) 
Paliers de NaCl  
 7.5 , 15 et 100 %  
Tampon Tris 10 mM,  
pH 7.4 




DH5 2XYT,  
Amp50, Spc75 
Tampon acétate de Na 
(CH3COONa),  
10 mM, 
 pH 4.5 
S Sépharose FF Gradient de NaCl  
de 0 à 1M en  
tampon acétate de Na,  
pH4.5. 
Dialyse des fractions 
positives en Tris 10mM, 
pH 7.2 
Gradient de NaCl  
de 0 à 1 M  
 tampon Tris 10 mM,  
pH 7.2. 
Pureté > 80% 
Fractions positives 
utilisées pour vérifier la 
spécificité par rapport 
aux Ac (CPB2FM)  
  




Table 5 : Production de GST_CPB2Ct 









Ile, Leu, Arg  
50 µg/ml 
Sonication en PBS sur 
glace + 
 -mercaptoéthanol 5 
mM ou  
Péfabloc 1mM 
Glutathion sépharose 
4B, 1h , T° ambiante 
Glutathion 20 mM en 
tampon tris 100 mM, 
Na Cl 120 mM, EDTA 
5mM et Péfabloc 1 
mM, pH 8 
Après 2 cycles de fixation-élution 
successifs, purification partielle. 
Fractions positives utilisées pour 
vérifier la spécificité par rapport aux 





Sonication en PBS sur 
glace, EDTA 5 mM, 
péfabloc 1 mM + 
centrifugation 18000 
rpm, 10 min, 4°C  
Glutathion sépharose 
4B, OVN, 4°C 
Glutathion 30 mM en 
tampon Tris 100 mM, 
NaCl 120 mM, pefabloc 
1 mM, pH 8 
Pureté > 90%. Utilisation des 
fractions positives pour 
immunisation lapin. 
3 bandes dominantes : GST, 
GST_CPB2Ct, Bande lourde 
inconnue 
 
Table 5 : étapes de production (expression) et purification de la protéine tronquée C terminale, GST_CPB2Ct. TB : terrific broth, 2XYT : double yeast-tryptones, Amp : 






3.2.6. Vérification des protéines tronquées et des immunsérums produits contre ceux-ci 
par Western Blot. 
 
3.2.6.1. Western Blot. 
Les anticorps dirigés contre totalité ou partie de la CPB2FM sont utilisés à la dilution 1/500. Les 
anticorps secondaire anti-lapin sont utilisés à la dilution 1/1500. La révélation de la réaction est 
réalisée avec les réactifs NBT BCIP (Nitro Blue Tetrazolium chloride / 5, bromo- 4, chloro- 3, indol 
phosphate). 
3.2.6.2. Vérification des immunsérums. 
Les sérums obtenus contres ces 2 protéines ont été utilisés en Western Blot sur du surnageant de 
Bacillus subtilis transformé par le pBLTS72-cpb2FM et comparés aux anticorps polyclonaux obtenus 
contre CPB2FM (Lebrun et al., 2007). 
3.2.6.3. Vérification des protéines produites dans cette étude. 
La reconnaissance des protéines tronquées GST-CPB2Ct et CPB2Nt-BlaP par les anticorps dirigés 
contre la forme mature de la toxine (CPB2FM) (Lebrun et al., 2007) a été vérifiée sur la fraction 
périplasmique obtenue par choc osmotique par le froid de culture de E. coli SF120 transformées (i) 
par pGEX(5x-1)-GST_cpb2Ct (2 XYT, Amp100) ou (ii) par pGEM-cpb2Nt_BlaP (2 XYT, Amp50, Spc100). 
Une protéine de haut poids moléculaire a été co-purifiée avec la GST_CPB2Ct 
 
3.3. Résultats et discussion 
 
3.3.1. Production des protéines tronquées 
Les protéines fusion exprimées en E. coli S120 (protéases déficiente) se retrouvent principalement 
dans la fraction périplasmique et sont toutes deux visibles en SDS-PAGE. Cette souche semble 
particulièrement bien adaptée à la production des 2 protéines tronquées de cette étude. 
 
3.3.1.1. Protéine tronquée N-terminale : CPB2Nt_BlaP 
Les fractions d’intérêt obtenues en E. coli DH5 ont une pureté supérieure à 80% et serviront à 
vérifier les anticorps produits contre la forme mature de CPB2 et la protéine tronquée N-terminale. 
Les fractions d’intérêt obtenues en E. coli SF120 ont une pureté en CPB2Nt-BlaP supérieure à 90% et 
ont été utilisées pour l’obtention d’anticorps polyclonaux (Figure 3). 
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Figure 3 : CPB2Nt_BlaP purifiée: 0 : Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-rad®), 1 : Fraction 
périplasmique E. coli S120 pSPC-BlaP-CPB2Nt, purifiée (Q et S sépharose FF) ; SDS-PAGE 15%. 
 
3.3.1.2. Protéine tronquée C-terminale : GST_CPB2Ct 
Les fractions d’intérêt obtenues en E. coli SF120 ont une pureté en GST_CPB2Ct supérieure à 90% et 
ont été utilisées pour l’obtention d’anticorps polyclonaux. Sur SDS-PAGE on peut observer 3 bandes 
protéiques dominantes correspondant à la GST, la GST_CPB2Ct et une protéine de haut poids 
moléculaire inconnue. Le séquençage N-terminal de cette protéine a permis de déterminer qu’elle 
est apparentée à la famille des GroEL, protéines qui servent de chaperones à d’autres (Figure 4). La 
co-production et co-purification d’une protéine de la famille des GroEL avec la GST_CPB2Ct est un 
aspect qui mériterait d’être approfondi. On sait en effet que ces protéines ont pour but d’améliorer 
l’efficience du reploiement de certaines protéines amphiphiles et que la bonne conformation d’une 
protéine est souvent indissociable d’une activité optimale (Weissman, 2001). 
 
Figure 4 : GST_CPB2-Ct purifiée et co-purification d’une GRoEL : 0 : Precision Plus Protein All Blue Standards 
(Bio-rad®).1 : Fractions périplasmiques d’E. coli S120 transformée avec le pGEX(5x-1)-CPB2 Ct, purifiées 





3.3.2. Westen Blotting  
 
3.3.2.1. Détection de la forme mature par les anticorps produits contre les protéines 
tronquées N et C-terminales 
Les anticorps obtenus par immunisation contre CPB2Nt_BlaP et GST_CPB2Ct sont capables de 
détecter la CPB2FM produite en B. subtilis, sans présenter de réaction croisée avec d’autres 
protéines de B. subtilis. 
 
3.3.2.2. Détection des protéines tronquées N et C-terminales 
Leur parenté avec la CPB2FM est confirmée par Western Blot. En effet, les anticorps contre CPB2FM 
sont capables de les détecter de façon spécifique. La réaction est plus intense vis à vis de CPB2Ct 
(Figure 5).  
Les protéines fusion supportent donc les étapes de purification. Et ni la présence de la protéine 
porteuse, ni la taille des fragments de CPB2 ne semblent être un obstacle à leur reconnaissance par 
les anticorps polyclonaux produits précédemment contre la forme mature de la toxine. 
 
Figure 5 : Détection par Western Blot de GST_CPB2-Ct avec les Ac polyclonaux contre CPB2FM (1/500). GST-
CPB2_Ct  issue d’une extraction par choc osmotique de la fraction périplasmique de  E. coli SF120 transformée 
par le pGEX5x-1_cpb2-Ct : (1)20µl ; (2) : 40 µl. CPB2FM  (3) 10 µl. Ac CPB2FM à 1/500 ; Ac secondaires à 1/1500. 
Echelle: Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-rad®) 
Le faible taux de détection de CPB2Nt_BlaP par les  anticorps polyclonaux anti-CPB2FM semble sans 
relation directe avec son immunogénicité, si on se réfère à la capacité des anticorps anti-
CPB2Nt_BlaP à détecter tant CPB2Nt_BlaP que CPB2FM. La taille du peptide N-terminal, inférieure au 








Figure 6 : Détection par Western Blot de GST-CPB2-Ct avec les Ac polyclonaux contre CPB2FM (1/500). 
Extraction par choc osmotique de la fraction périplasmique de E. coli SF120 transformée par le pGEX5x-1_cpb2-
Ct : GST-CPB2-Ct (1 :20µl ; 2 : 40 µl) ou par le pSPC72_cpb2Nt_BlaP : CPB2Nt_BlaP ( 3 : 20µl ; 4 : 40µl). 




Figure 7 : Western Blot avec les anticorps produits contre CPB2-Nt_BlaP.  Antigènes 1 : surnageant B. subtilis 
IS10 transformé par pBLTS72_CTD (témoin) surnageant concentré 10x ; 2 : surnageant B. subtilis IS10 
transformé par pBLTS72_cpb2FM surnageant non concentré. Anticorps primaires (lapin) anti-CPB2Nt_BlaP : 










Si un des objectifs de départ était de savoir produire CPB2 à un niveau industriel, la faible efficience 
de production atteinte pour CPB2FM nous a fait envisager la production de protéines tronquées. À 
volumes de culture comparables, les quantités de protéines obtenues pour les protéines fusions N- et 
C- terminales sont nettement supérieures à celle de CPB2FM. En effet,  pour obtenir une protéine 
purifiée à des concentrations comparables, il aura fallu plus de 50L pour CPB2FM contre 1 à 5L pour 
les protéines tronquées. Leur apparente stabilité lors de la purification est également un avantage et 
peut-être une des raisons des meilleurs rendements obtenus après purification. Les protéines ainsi 
obtenues ont pu être utilisées à des fins d’immunisation. Néanmoins, l’impact de la protéine 
porteuse sur l’antigénicité de ces constructions n’a pas été déterminé. Elle pourrait avoir un impact 
négatif, surtout concernant la protéine N-terminale dans laquelle la protéine porteuse a un poids 
moléculaire supérieur à la protéine d’intérêt.   
  
  






ÉTUDES 4-5-6 : ÉTUDE ÉPIDÉMIOLOGIQUE DE LA TOXINE BETA2 CHEZ LES BOVINS DANS LE 
CONTEXTE DE L’ENTÉROTOXÉMIE.  
Les 3 premières études se sont focalisées sur la production de la toxine CPB2 d’origine bovine et la 
création d’outils permettant sa détection. La seconde partie du travail s’est attachée à l’étude 
épidémiologique de cpb2/CPB2 en s’appuyant sur ces outils.  
L’objectif des deux premières études était de comparer les prévalences du gène cpb2 et de la toxine 
CPB2 dans des populations cas/témoin (bovins cas morts d’entérotoxémie / bovins témoins sains à 
l’abattoir).  La première étude de terrain a été réalisée sur des veaux d’élevages dits conventionnels 
la deuxième sur des veaux de boucherie. La troisième étude s’est focalisée sur l’analyse des 
séquences de cpb2 bovines, y compris la séquence en amont de cpb2fm.  
La première étude sur les veaux d’élevage a montré une prévalence significativement plus élevée du  
gène cpb2 chez les veaux cas (68%, 28/41) que chez les veaux témoins (46%, 40/87). Les souches 
positives ont été testées pour déterminer le type d’allèle présent (consensus « porc » versus atypique 
« non porc ») et leur capacité à exprimer la CPB2. Chez les premiers (cas), le gène cpb2 était 
systématiquement de type consensus et CPB2 était exprimée dans 64% des cas (18/28). Chez les 
seconds, les deux allèles étaient présents : 67,5% des cpb2 étaient de type consensus (27/40) dont 
22% étaient exprimés (6/27), alors que 32,5% des cpb2 étaient de type atypique (13/40) dont 69% 
étaient exprimés (9/13). En conclusion, chez les souches de bovins morts d’entérotoxémie la 
présence de cpb2 (consensus) et la capacité d’expression est significativement plus élevée. Et 
certaines souches porteuses de l’allèle atypique de cpb2 sont capables d’exprimer CPB2. 
Dans la seconde étude, menée sur des veaux de boucherie, le gène cpb2 n’a été détecté que chez des 
veaux morts d’un syndrome « enterotoxaemia-like », avec une prévalence de 20% (19/92), inférieure 
à celle de la première étude. Au sein des animaux et des souches cpb2 positives, l’allèle atypique 
était le plus fréquent (74%, 14/19). Aucune expression n’a été mise en évidence, quel que soit l’allèle 
de cpb2 présent, ce qui contraste avec les résultats de la première étude. Dans ce contexte, aucune 
relation n’a pu être mise en évidence entre la présence du gène cpb2 consensus, la toxine CPB2 et les 
symptômes « enterotoxaemia-like ». 
L’objectif de la troisième étude était le séquençage de plusieurs gènes cpb2, consensus et atypique, 
d’origine bovine. La comparaison des séquences des cpb2 bovins aux séquences déjà publiées, a 
permis de définir trois clusters : (i) cluster 1 : les cpb2 consensus bovins et le cpb2 du pCPC13 
(plasmide de référence) auquel elles sont fortement apparentées (>99%); (ii) cluster 2 : les cpb2 
consensus d’origine porcine (~ 94% d’identité avec le cluster 1) ; (iii) cluster 3 : les cpb2 atypiques 
quelle que soit leur espèce d’origine  (~75% d’identité avec les 2 autres clusters). Cette troisième 
étude a aussi permis l’analyse de la séquence en amont de cpb2fm. Elle a mis en évidence une 
séquence promotrice correspondant à une protéine excrétée dans le milieu extracellulaire. Dans le 
peptide signal, la délétion d’une adénine (6 au lieu de 7) qui engendre un stop précoce est fréquente 
chez les souches bovines. Néanmoins, elle n’empêche pas systématiquement l’expression de CPB2. 
Ce maintien de l’expression pourrait être dû à la présence d’un autre ATG  au début de l’ORF chez 
cpb2 d’origine bovine et/ou au rétablissement de l’ORF grâce au mécanisme de codons glissants.   
En conclusion : (i) les souches de C. perfringens isolées de veaux morts d’entérotoxémie sont 
significativement plus fréquemment porteuses du gène cpb2 et du variant consensus de ce gène que 
celles présentes chez les veaux sains ; (ii) l’expression de l’allèle cbp2 consensus est significativement 
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plus fréquente chez les souches isolées de veaux morts d’entérotoxémie que chez celles isolées de 
veaux sains et  l’allèle cbp2 atypique présent chez ces dernières peut également être exprimé ; (iii) les 
résultats chez les veaux de boucherie sont différents et posent la question des rôles de C. perfringens 
et du gène cpb2 dans le syndrome « enterotoxaemia-like » obervé dans ces élevages ; (iv) les gènes 
cbp2 bovins sont répartis dans deux groupes, l’un constitué des cpb2 consensus bovins et du gène 
cpb2 du pCP13 , l’autre des cpb2 atypiques de toutes espèces ; (v)  les différences d’expression in 




4.  THE EXPRESSION OF CLOSTRIDIUM PERFRINGENS CONSENSUS BETA2 TOXIN IS ASSOCIATED 
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Après 3 études concernant la production de CPB2 d’origine bovine et la création d’outils permettant 
sa détection, ici commence la partie de ce travail qui concerne l’étude épidémiologique de cpb2/CPB2 
s’appuyant sur ces outils. Cette première étude épidémiologique porte sur une population de bovins 
issus d’élevages dits conventionnels, c’est-à-dire qu’il ne s’agit pas de veaux blancs ou 
d’engraissement. L’objectif est de déterminer les prévalences de la toxine et de son gène dans une 
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Cette deuxième étude à caractère épidémiologique se penche sur l’importance de cpb2 dans les cas 
de mortalités subites de type entérotoxémie (Enterotoxaemic-like Syndrom)  observés chez des veaux 
























Cette dernière étude vise à mieux comprendre les divergences observées entre nos résultats et ceux 
d’études antérieures concernant la capacité des souches d’origine bovine à exprimer CPB2. Pour ce 
faire, nous avons séquencé le gène cpb2FM ainsi que la séquence nucléotidique en amont de celle-ci 
afin de la comparer à des séquences déjà publiées et dont l’origine, voire le contexte clinique associé, 
sont connus. Cette étude nous a également permis de comprendre les difficultés rencontrées au début 
de ce travail pour amplifier le gène cpb2 bovin dans son ensemble.  
  
  








Après sélection de souches d’intérêt, nous avons rencontré des difficultés pour amplifier l’amont et 
l’aval de la séquence codant pour la forme mature de la protéine CPB2 d’origine bovine (Lebrun et al. 
2007). Ces échecs d’amplification concernaient principalement la zone incluant le promoteur et la 
séquence signal contrôlant le gène cpb2. Vu les différents points de vue sur la capacité des souches à 
produire la toxine, notamment en fonction de l’espèce (animale) dont elles sont issues (Bueschel et 
al., 2003 ; Fisher et al , 2005 ; Vilei et al. 2005 ;  Kircanski et al., 2012) ou des différents modes de 
régulation découverts au fur et à mesure des études, il a été décidé de réaliser le séquençage de 
l’amont et l’aval de cpb2 de souches bovines préalablement caractérisées selon (i) leur origine 
clinique (bovin mort d’entérotoxémie ou présumé sain), (ii) leur caractérisation en PCR (consensus ou 
atypique) , (iii) leur résultat en Western Blot (productrice ou non productrice de CPB2FM in vitro). 
Dans ce but, des amorces (i) dont les séquences ont été publiées après l’amplification et l’expression 
de la CPB2 bovine (Lebrun et al. 2007) ou (ii) dessinées spécifiquement pour cette phase 
d’amplification-séquençage ont été utilisées. Ces amorces ont pour objectif d’amplifier des fragments 
du gène cpb2 allant de l’intérieur vers l’extérieur de celui-ci, vers l’amont comme vers l’aval.  
6.2. Matériel et méthodes 
 
6.2.1. Extraction 
L’extraction de l’ADN a été réalisée par ébullition selon une technique précédemment décrite (Daube 
et al., 1994). Les bactéries, issues de culture pure, sont cultivées en BHI en conditions anaérobie 
stricte durant 12h. Un aliquot de 300 µl est centrifugé à 13000 rpm durant 1 min et le surnageant est 
éliminé. Après addition de 50 µl d’eau stérile au culot bactérien, la suspension est portée à ébullition 




Les amorces utilisées sont reprises dans la table 1, les conditions de PCR dans la table 2. 
Les produits de PCR ont été vérifiés par électrophorèse sur gel d’agarose à 1,5% après coloration au 
bromure d’éthidium et visualisation sous lumière UV. 
Table 1 : Amorces utilisées pour le séquençage 
Source  Nom  Séquence 
Jost et al., 2005 eeb2F 5’-AACATAATAAATCCTATAACCC-3' 
 cpb2F 5’-AGATTTTAAATATGATCCTAACC-3' 
 eeb2R 5’-ATAAATATAATTCTCTAAACC-3' 
 cpb2R R 5’- CAATACCCTTCACCAAATACTC-3' 
 cpb2atyF 5’- ATTATGTTTAGGAATACAGTTA-3’ 
 cpb2consF 5’-CAATTGGGGAGTTTATCCACAA_3’ 
Ce travail cpb2BEint 5'-GAAAGAACAAAAGTTGAGAATGAAGG-3' 
 Sens1 5'-AATTTCAGGGGGGAATATAA-3' 
 Asens1 5'-CTATGCACAATACCCTTCACC-3' 
 Sens2 5'-CCTGATTCTGCTAGACAAATA-3' 
 Asens2 5'-GAATTCCTATGCACAATACCCTTCACC-3' 
 cpb2int 5'-TTCCTAAACATAATAAGCA-3' 
Table 1 : Cette table reprends les primers utilisés et leur origine (article antérieur ou cette thèse), ainsi que leur 
séquence. 
  




Table 2 : Conditions de PCR utilisées pour produire les fragments à séquencer. 
Nom amorce Amorces Tm Souches 
eeb2F 5’-AACATAATAAATCCTATAACCC-3' 52°C T6.1  
cpb2F 5’-AGATTTTAAATATGATCCTAACC-3'  T6.1  
eeb2R 5’-ATAAATATAATTCTCTAAACC-3'  T6.2  
cpb2R  5’- CAATACCCTTCACCAAATACTC-3'  T6.2  
   T8.2  
   T8.2  
Sens1 5'-AATTTCAGGGGGGAATATAA-3' 52°C C3.5.1 
cpb2R 5’- CAATACCCTTCACCAAATACTC-3'  LE2.2 
cpb2F 5’-AGATTTTAAATATGATCCTAACC-3'  C3.2.5 
cpb2interne 5'-TTCCTAAACATAATAAGCA-3'  T7.3D 
   C3.10.5 
   T13.5 
   C3.5.3 
   T7.4D 
   T10.8 
Sens1  5'-AATTTCAGGGGGGAATATAA-3' 52°C C3.5.1 
Cpb2F 5’- CAATACCCTTCACCAAATACTC-3'  LE2.2 
Asens1 5'-CTATGCACAATACCCTTCACC-3'  C3.2.5 
cpb2int 5'-TTCCTAAACATAATAAGCA-3'  T7.3D 
   C3.10.5 
   T13.5 
   C3.5.3 
   C3.10.5 
   LE5.1 
Table 2 : cette table reprend les amorces (noms et séquence), les températures de melting (Tm) et les souches 
de C. perfringens ayant servi de matrice. 
 
6.2.3. Séquençage 
La pureté de l’ADN obtenu a été vérifiée sur un Nanodrop Lite (Thermo Scientific). Les conditions 
recherchées sont une concentration de 40 à 50 ng/µl et un ratio (A260/A280) > 1,8. La concentration 
utilisée lors du séquençage dépend de la taille de la séquence à déterminer. Dans ce cas-ci, l’objectif 
était de 4 ng/µl.  
Le séquençage des produits de PCR a été réalisé par la plateforme de séquençage centralisée de 
l’Université de Liège (GIGA Genomics Facility) après purification avec le QIAquick® PCR Purification Kit 
(Westburg). 
Les séquences obtenues ont été analysées avec les programmes Vector NTI (Invitrogen), Contig 
Express (Invitrogen), Softberry bprom (Linux), PSORTb (Brinkman Laboratory, Simon Fraser 
University, Canada) et Jpred 3 (University of Dundee, United Kingdom). 
 
6.3. Résultats  
 
6.3.1. Séquences en amont et en aval de la séquence codante de CPB2FM 
Les premiers essais d’amplification de la zone amont du gène cpb2 ont été effectués avec une 




séquence consensus L770965. Malgré l’usage de plusieurs conditions d’amplification différentes, ces 
essais n’ont pu aboutir pour aucune des souches testées. 
Suite à la publication par Shimizu et al. de la séquence complète du génome de Clostridium 
perfringens str. 13 et de son plasmide de virulence pCP13, une amorce basée sur le gène pcp16 situé 
en amont de cpb2 a été définie (pCP13F). L’utilisation de cette amorce en combinaison avec l’amorce 
cpb2antisense-2 a permis l’amplification de cette zone pour 3 souches bovines (46433-C21, 46658-
C3, 47001-C12). 
Cette zone amont (représentant une fenêtre d’environ 200 pb en amont du codon ATG du peptide 
signal) a été séquencée et comparée aux 2 séquences de référence (séquence du plasmide pCP13 et 
la séquence d’origine porcine publiée par Gibert et associés en 1997 : L770965) et est illustrée à la 
figure 1. L’analyse de ces séquences en amont de l’ORF montre que les séquences des régions 
promotrices des souches bovines (consensus) sont identiques à celle du plasmide Pcp13. Par contre 
la séquence consensus L770965 ne partage que 84,2% d’identité nucléotidique avec ces séquences 
(bovines et pCP13) sur cette région amont. Ceci explique probablement l’échec de l’utilisation du 
primer p385 sur les souches bovines qu’elles soient porteuses d’un cpb2 dit consensus ou atypique 
selon les critères PCR de Jost. Concernant les séquences cpb2 bovines atypiques, elles partagent 68% 
d’identité avec la séquence correspondante du pCP13 et des consensus bovines et 62,4% avec la 
séquence d’origine porcine. 
Si on restreint l’analyse de séquence aux 100 premières pb en amont du peptide signal, région 
incluant probablement le promoteur (et ses éléments proximaux), on observe une meilleure 
conservation entre les séquences : 98% d’identité entre la L770965 et les séquences consensus 
bovines, 83 à 83% d’identité entre la L770965, les séquences dites atypiques et la séquence du pCP13 
donc également les consensus bovines. Au-delà de ces 100 premières pb en amont de l’ATG, on 
constate une diminution brutale de la conservation des nucléotides. 
Figure 1 : comparaison des séquences en amont de cpb2 fm 
 
Figure 1 : Comparaison des séquences en amont du peptide signal (100 et ~200 pb) de différents clusters de 
cpb2 
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Dans les souches séquencées, la séquence en amont de l’ORF est représentée par 3 groupes de 
séquences (figure 2), les séquences associées aux cpb2 atypiques étant les plus éloignées 
génétiquement des autres et ce qu’elle qu’en soit l’origine (bovine ou non). 
 
 
Figure 2 : Arbre phylogénique sur 190pb en amont du peptide signal avec une séquence type par cluster 
(C3.8.5 : consensus bovin ; T6.1 : atypique bovin) 
C’est dans cette région, entre les gènes pcp16 et cpb2, que le programme BPROM - Prediction of 
bacterial promoters a mis en évidence une séquence pouvant correspondre à un promoteur. 
Séquence qui contient 2 TATA box en position -10 et -35. 







Longueur de la séquence -       290 
Seuil pour promoteur  -  0.20 
Nombre de promoteur prédit -      1 
Promoteur  Position:    263 LDF- 12.96 
-10 box   position    248 TGATATAAT Score    82 




La comparaison et recherche des facteurs de transcription n’a pas été reprise vu l’absence de 
détection des facteurs de régulations de Clostridium dans cette zone (VirR/VirS, Agr, CodY, …) 
On observe (figures 3 et 4) que dans cette zone en amont de l’ORF, si il existe des différences de 
séquence, les éléments proximaux des promoteurs (-35 box, -10 box ou TATA box, codon start) sont 
conservés. 
En aval de la séquence codante, on observe de légères différences de séquence qui correspondent à 
quelques acides aminés de différence entre les souches de différentes origines. Dans cette zone, le 
séquençage s’est avéré plus fastidieux, ce qui ne nous permet pas d’émettre de commentaire sur les 
séquences obtenues et les conséquences des différences observées. 
 
 
Figure 3 : Comparaison d’une séquence de chaque cluster : L77965 (souche de référence porcine CWC245), 
T6.1 (souche atypique d’origine bovine, ce travail), pCP13 (plasmide de référence), C3.8.5 (souche consensus 
d’origine bovine, ce travail). 
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Figure 4 : Alignement de plusieurs séquences par cluster : L77965 (souche de référence porcine CWC245), T6.1 
(souche atypique d’origine bovine, ce travail), pCP13 (plasmide de référence), C3.8.5 (souche consensus 
d’origine bovine, ce travail). 
 
6.3.2. Analyse de la séquence codante 
 
6.3.2.1. Peptide signal et exportation de la protéine 
Dans les séquences consensus de référence (génome séquencé pCP13 –AP003515 et consensus porc 
- L770965), le premier codon de l’ORF est un ATG suivi par un homopolymère de 7 adénines (A). 
Cette enchaînement se retrouve chez les souches C3.2.5 et LE2.2. Chez les souches C3.2.1, C3.2.3, 




séquence ce qui devient alors un hexamère de A. Cette différence peut entraîner l’introduction d’un 
STOP précoce dans l’ORF mais avec une possibilité de rétablissement de la phase de lecture en cas de 
glissement de la polymérase, situation déjà observée par l’équipe d’E. Vilei chez des souches 
d’origine équine (2005). De plus, cet homopolymère est situé dans le peptide signal et l’ORF se 
poursuit, avec un autre ATG. 
Le peptide signal présent chez les souches bovines ou porcines possède des caractéristiques 
associées aux peptides signal de protéines exportées dans l’espace extracellulaire comme l’indiquent 
les résultats obtenus grâce au programme Psort. Le score de prédiction de localisation de la 
séquence analysée comme protéine extracellulaire est de 9,13, l’hypothèse étant considérée comme 
probable si ce score est supérieur à 7,5. L’analyse de ces séquences montre que la séquence, et donc 
la capacité d’exportation de la protéine, est conservée que la délétion d’une A en soit présente ou 
non. 
Si l’on applique le même traitement à l’ORF complet, le résultat varie peu avec une prédiction de 
localisation finale comme protéine extracellulaire de 7,97 donc supérieure à 7,5. Les autres 
possibilités, cytoplasmique, de membrane cytoplasmique, de paroi (PDG) étant rejetées. 
L’analyse de la séquence peptide signal comme de l’ORF complet portent à conclure que CPB2 est 
bien une protéine excrétée dans le milieu extracellulaire. Les mécanismes d’excrétion restent par 
contre inconnus.  
6.3.2.2. Alignement des séquences 
Les différentes séquences (contig) obtenues des souches bovines ont été alignées avec les séquences 
de référence PCP13, L770965 consensus (Gibert et al., 1997) et atypique (Jost et al., 2005) afin de 
déterminer leur parenté avec celles-ci. Ces alignements ont permis de classer les  souches C3.2.1, 
C3.2.3, C3.2.5, C3.5.3, C3.8.5, LE2.2, LE5.3, T13.4, T7.3D comme consensus et les T6.1, T6.2, T7.4D, 
T8.2 comme atypiques. Cette classification correspond à celle réalisée sur base de la PCR triplex de 
Jost et associés (2005) à l’exception de la souche T7.4D qui avait été classée comme consensus par 











Page 130  
 
 

















Nombre de A  
peptide 
signal 
C3.2.1 pos pos 400 pos Consensus 6 
C3.2.3 pos pos 400 pos Consensus 6 
C3.2.5 pos pos 400 pos Consensus 7 
C3.5.3 pos nég 400 pos Consensus 6 
C3.8.5 pos pos 400 nég Consensus 6 
LE2.2 pos pos 400 pos Consensus 7 
LE5.3 pos pos 400 pos Consensus 6 
T7.3D pos pos 400 pos Consensus N.D. 
T13.4 pos pos 400 pos Consensus 6 
T6.1 nég nég 700 nég Atypique 6 
T6.2 pos nég 700 pos Atypique 6 
T7.4D pos nég 400 pos Atypique N.D . 
T8.2 nég nég 700 nég Atypique 6 
 Table 3 : Souches ‘C’ et ‘LE’ : bovins morts d’entérotoxémie. Souches ‘T’ : bovins témoins (abattus sains). 
Résultats ‘pos’ = positif, ‘nég ‘ = négatif, N.D. = non déterminé. PCR Triplex : produit de 400pb = cpb2 
consensus, 700 pb = cpb2 atypique.  
Comme pour les séquences en amont de l’ORF, les ORF d’origine bovine classées comme consensus 
présentent une identité marquée (>99%) avec la séquence cpb2 du pCP13 et moindre vis-à-vis de la 
séquence de référence d’origine porcine L770965 (94% identité). Les séquences bovines dites 
atypiques quant à elles, sont identiques (ou presque : % identité >99%) aux séquences dites 
atypiques publiées par Jost et associés (2005) et Fisher et associés (2005 cpb2h1, diarrhée 
sporadique). Et ces séquences atypiques s’éloignent clairement des séquences consensus qu’elles 
soient d’origine humaine, porcine ou bovine (73-75% d’identité). Le gène cpb2h2 (Fisher et al., 2005 ; 
diarrhée associée aux antibiotique) est lui plus proche de la séquence de référence porc et du pCP13. 
Cette phylogénie se reflète dans le dendrogramme ci-dessous. En résumé, on peut dire que les cpb2 
consensus bovines sont fortement apparentées au cpb2 du pcp13, plus qu’aux cpb2 d’origine porcine 
(consensus) et que les séquences dites atypiques forment un troisième cluster, plus éloigné des 2 
autres.  
Si on compare les séquences de ces 3 clusters sur un fragment d’une longueur de 470 pb on obtient 
un % d’identité nucléotidique global de 88,6%, contre 88% si elles sont comparées sur 706 pb (figures 






Figure 5: Comparaison sur 470 ou 706 pb des pourcentages d’identité des ORF de différents clusters de cpb2 
sous forme graphique 
 
Figure 6: Comparaison sur 706 pb des poucentages d’identité des ORF de différents clusters de cpb2 sous 
forme d’arbre phylogénique. Souches ‘C’ et ‘LE’ : bovins morts d’entérotoxémie, souches ‘t’ : bovins abattus 
sains. cpb2h1 (DAA) : origine humaine, diarrhée associée aux antibiotiques, séquence cpb2h2 (DS) : origine 























La présence de 6 A au lieu de 7 dans le peptide signal, se traduit par l’apparition d’un stop précoce 
(en gardant possibilité de retrouver une phase de lecture complète grâce au glissement de la fenêtre 
de lecture au niveau du ribosome (codons glissants) chez les souches bovines de cette étude classée 
comme consensus. Dans le cas des souches de ce travail possédant un gène cpb2 dit atypique, les 
différences de séquences en aval de ces 6 A sont telles que l’on n’observe pas de codon stop précoce 
comme dans le cas des CPB2 dites « consensus » (Figure 7). 
 
Figure 7 : Traduction du début de l’ORF : absence de codon stop chez les souches de cette étude, malgré la 
présence de 6 A au lieu de 7. 
 
6.3.2.4. Structure secondaire 
Les prédictions de structure secondaire réalisées sur base des séquences en A.a. de CPB2 de souches 
porcines (consensus), de la souche 13 (pCPC13, proche des séquences bovines) et de CPB2 bovines 
(consensus 6 ou 7 A, atypique) laissent présager des protéines de même conformation malgré leurs 
divergences en nucléotides et en A.a. (Figure 8) 
Le programme pSORT utilisé pour la détection du peptide signal, prédit la présence de 25 hélices 
transmembranaire. Le programme Jpred4 a également permis de prédire une structure secondaire 
munie d’hélices  amphiphiles principalement dans la portion N-terminale. La portion C-terminale se 

















































Figure 8 : Prédiction de la structure secondaire de CPB2 de diverses origines avec Jpred 4 d  (‘H’ : 
Hélice alpha, ‘E’ : Feuillet beta,  ‘-‘ boucles aléatoires). Les zones soulignées sont les plus variables 
d’une séquence à l’autre. La zone riche en H, probable hélice alpha, se trouve en portion N-terminale, 
alors que la partie C-terminale est plus riche en feuillets beta. 
 
6.4. Discussion – Conclusion 
 
L’analyse des séquences bovines et leur comparaison avec les séquences de référence a permis de 
clarifier leur place dans la généalogie des cpb2 – CPB2. 
D’abord, les difficultés rencontrées au début de ce travail pour amplifier la séquence en amont de 
l’ORF sur les souches bovines ont trouvé une explication. Les premiers essais avaient été faits sur 
base de la séquence consensus porcine (la seule publiée à l’époque). Or il s’avère qu’elle présente 
des divergences significatives avec les séquences bovines, contrairement à la séquence issue du 
pCP13 à laquelle s’apparentent les séquences bovines. C’est en travaillant sur base de cette dernière 
que des amorces permettant l’amplification de l’amont des ORFs bovins ont été dessinées. L’analyse 
des séquences obtenues a permis de montrer que les séquences bovines possèdent une séquence 
promotrice fonctionnelle (ce qui avait également été suspecté par Kircanski et associés en 2012) et 
particulièrement proche du promoteur cpb2 du pCP13. 
L’analyse des séquences a également permis de montrer que le peptide signal des cpb2 bovines est 
caractéristique des protéines exportées dans le compartiment extracellulaire (exotoxine). Ce qui est 
confirmé par les essais de production en B. subtilis (ce travail) ou en C. perfringens (Kircanski et al., 
2012) et par l’analyse de l’ORF complet par le même programme pSort. 
La question de la présence de 6 ou 7 adénines (A) au niveau du peptide signal, et des conséquences 
que cela peut avoir sur la production de la protéine, a aussi trouvé un début de réponse. Cette 
délétion d’un A est fréquente au sein des souches bovines mais pas systématique dans les cpb2 
consensus analysées. Elle est associée à l’apparition d’un codon Stop précoce et a été évoquée 
comme raison de l’absence d’expression de CPB2 par certaines souches, dont les souches bovines 
(Bueschel et al., 2003). Mais cette délétion pourrait ne pas avoir de conséquence sur l’expression de 
CPB2 vu la présence d’un autre ATG au début de l’ORF (grâce aux divergence de séquence par 
rapport au gène de référence porcin) et / ou la possibilité de rétablir l’ORF grâce au mécanismes des 
codons glissants mis en évidence chez des souches équines (Vilei et al., 2005). Et cela semble se 
confirmer, vu que certaines souches testées positives en Western Blot dans ce travail ne possèdent 
que 6 A (poids moléculaire correspondant à CPB2). 
Concernant la phylogénie des séquences, les cpb2 bovines s’apparentent soit au cpb2 du pcp13 
(consensus bovines) soit aux cpb2 dites atypiques (atypiques bovines), mais pas de façon étroite à la 




consensus porcine (2) consensus non porcine (3) atypiques. Ce type de raisonnement rejoint les 
observations de Fisher (2006, travail de thèse) 
Mais malgré ces différences de séquences nucléotidiques, les protéines correspondant aux cpb2 des 
différents clusters pourraient présenter une structure secondaire similaire. Ces protéines 
possèderaient notamment des hélices alpha amphiphiles, fréquemment associées au motif 
d’insertion transmembranaire des porines. Mais cette hypothèse, posée précocement par Gibert et 
associés (1997) n’a pas encore pu être confirmée. 
La poursuite des analyses de séquences de cpb2 de diverses origines, y compris environnementale, 
permettra peut-être à l’avenir de mieux comprendre l’évolution du gène et ses liens avec les souches 
de C. perfringens, pathogènes ou non. Au-delà, ce court travail sur les cpb2 d’origine bovine a permis 
de montrer que certaines divergences de séquence permettent à des souches dotées de cpb2 avec 























LA PLACE DE LA TOXINE CPB2 DANS LE CONTEXTE CLINIQUE ET BACTÉRIOLOGIQUE DE 
L'ENTÉROTOXÉMIE BOVINE 
L’entérotoxémie bovine est un syndrome aigu à suraigu qui aboutit presque inévitablement à la mort 
de l’animal. En terme de mortalité chez les veaux de moins 6 mois, elle serait à l’origine de 4% des 
pertes en élevage conventionnel (Manteca et al., 2003) et pourrait représenter 20% des pertes en 
veaux de boucherie (Pardon et al., 2012). Dans les 2 types de spéculation, l’alimentation et les 
conditions d’élevage intensives semblent jouer un rôle primordial (Manteca et al., 2000 ; Valgaeren 
et al., 2015). Ce syndrome associé à une multiplication anarchique de C. perfringens dans l’intestin 
(Manteca et al., 2001), est décrit depuis de nombreuses années (Rose et Edgar, 1936) mais reste 
difficile à appréhender. Cette difficulté tient en partie au fait que C. perfringens appartient à la flore 
digestive commensale et qu’il existe de multiples interactions au sein du microbiote intestinal.  Elle 
tient également à la compréhension de la toxinogenèse de C. perfringens et de ses effets dont la 
complexité augmente avec le temps et la compréhension qu’on en a. En effet, si l’implication de 
certaines toxines, majeures et mineures, de C. perfringens semblait évidente il y a à peine 10 ans 
(Fukata et al., 1988, Manteca et al., 2002), elle est sans cesse soumise à controverse (Keyburn et al., 
2006 ; Thompson et al., 2006). L’entérotoxémie a très probablement une étiologie multifactorielle 
dont de nombreux éléments restent à découvrir : facteurs déclenchants, interactions positives 
comme négatives entre les bactéries, les toxines qu’elles produisent et les cellules qui les entourent. 
Dans ce contexte, le rôle de la toxine CPB2 de C. perfringens reste à démontrer, entre autres grâce à 
une meilleure compréhension du gène cpb2 et des mécanismes qui contrôlent l’expression de la 
protéine correspondante. 
1. PARTIE EXPÉRIMENTALE 
Depuis la découverte de la toxine beta2 de C. perfringens (CPB2), son implication dans diverses 
pathologies digestives a fréquemment été évoquée, mais les premiers travaux ont majoritairement 
été réalisés chez le porc.  Afin d’étudier le rôle de cette toxine dans l’entérotoxémie bovine, il était 
indispensable de produire une toxine CPB2 d’origine bovine, de la purifier et de se doter d’outils de 
détection spécifiques du gène et de la protéine. Les trois premières études sont dédiées à la 
production de CPB2 d’origine bovine et à la construction de ces outils de détection. Les deux études 
suivantes concernent l’épidémiologie de cpb2/CPB2 chez le bovin mort d’entérotoxémie ou non, chez 
des veaux issus d’élevages dits conventionnels et chez des veaux de boucherie. Enfin, la dernière 
étude, aborde le séquençage du gène cpb2 d’origine bovine, sa place parmi les séquences déjà 
connues et l’impact potentiel de la séquence sur l’expression du gène. 
1.1. Clonage du gène cpb2 et production in vitro de la toxine CPB2 
La première étape de ce travail sur la toxine CPB2 a consisté à isoler le gène d’une souche obtenue 
d’un bovin mort d’entérotoxémie afin d’exprimer la toxine in vitro. Les premières amorces ont été 
choisies sur base des séquences publiées à l’époque et qui provenaient d’une souche porcine de C. 
perfringens, responsable d’entérite nécrotique du porcelet (Gibert et al., 1997). Ces premiers essais 
ont subi des difficultés pour amplifier la séquence en amont de l’ORF chez des souches d’origine 
bovine suite à des différences de séquences, mises en évidence ultérieurement. C’est ce qui a motivé 
l’utilisation d’amorces spécifiques de la séquence cpb2fm codant pour la forme mature de la protéine 
CPB2FM.  
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Le gène a été cloné en E. coli et si le nombre de transformants obtenus était satisfaisant il a toujours 
été inférieur aux essais réalisés dans les mêmes conditions avec des protéines témoins.  
Lors de la phase d’expression de la protéine CPB2 in vitro, malgré les différents essais réalisés pour 
optimiser la production, les rendements obtenus n’ont jamais été suffisants pour envisager une 
production à l’échelle industrielle ou l’étude de sa structure fine par cristallographie. Les différentes 
conditions de production mises en œuvre dans ce travail visaient à la fois à améliorer la production et 
à limiter la destruction de la protéine produite.  
Au cours d’une première étape, des souches productrices ont été choisies.  Les contraintes liées au 
caractère anaérobie de Clostridium ont orienté le choix vers des souches de Bacillus subtilis et d’E. 
coli, déjà utilisées pour la production de protéines recombinantes (Filée 2003). Bacillus, Gram positif, 
est dépourvu d’endotoxine et a un usage des codons plus proche de C. perfringens (Burger et al., 
2003) que ne l’est celui d’E. coli, ce qui améliore la qualité de la traduction. E. coli a été utilisé pour 
ses compétences en production de protéines bactériennes recombinantes et, dans le contexte 
présent, pour l’existence de souches protéases déficientes ou adaptées à la production de toxines de 
bactéries Gram positif (Melville et al., 1994 ; Zhao et al., 2011 ; Pilehchian Langroudi et al., 2013)    
Ensuite, pour limiter la dégradation de CPB2FM par des protéases, lors de sa production et des 
étapes de purification, les manipulations ont été réalisées en présence  d’anti-protéases (Powers et 
al., 2002) et à basse température (à 4°C ou sur glace) pour en diminuer l’activité.  
Même dans ces conditions, les rendements obtenus n’étaient pas optimaux ce qui pose la question 
de la toxicité de la protéine produite. Celle-ci pourrait agir directement sur la viabilité ou le 
métabolisme des bactéries qui la produisent. En effet, lors de l’optimisation de la production en E. 
coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, la CPB2FM, qui aurait dû se concentrer dans l’espace périplasmique, a 
été détectée dans le surnageant, probablement suite à la rupture de la membrane externe (Lebrun et 
al., 2007).  Si jusqu’à présent, l’hypothèse initiale que la CPB2 soit une porine (Gibert et al., 1997) n’a 
pas été confirmée, nos observations ainsi que la structure secondaire de CPB2 peuvent renforcer 
cette hypothèse. Cependant, une étude très récente (Zeng et al., 2016) a permis, grâce à une CPB2-
His tagged, de démontrer une toxicité sur des cultures de cellules humaines et porcines dans laquelle 
la toxicité, dose et temps dépendante, se traduit par de l’apoptose plus que par de la nécrose 
cellulaire. Après fixation à la membrane cellulaire, la toxine recombinante est progressivement 
transportée/transloquée dans les cellules où elle s’accumule et agit notamment sur le système 
caspase. Cette étude si elle appuie la toxicité de CPB2, met en évidence un mode d’action différent 
de celui observé précédemment (Gibert et al., 1997). 
La toxine produite pourrait également induire des mécanismes de protection chez les bactéries 
productrices pour en limiter l’effet  (Stragier 2006).  Il n’est pas exclu que CPB2 soit une bactériocine 
plus qu’une toxine et agisse non pas contre des cellules eucaryotes mais contre d’autres bactéries de 
façon inter- ou intra-spécifique comme d’autres protéines clostridiennes (Timbermont et al., 2014 ; 
Miyamoto et al., 2015).  
La question de son reploiement correct in vitro suite aux nombreuses étapes de purification reste 
entière en l’absence d’épreuve de toxicité. Mais elle se pose  vu la co-production en E. coli d’une 
chaperonine de la famille des GrOEL (ce travail). Il en va de même pour sa structure 








1.2. Les différents allèles du gène cpb2 
Au début, la seule séquence du gène cpb2 disponible était celle de Gibert et associés.  Elle provenait 
d’une souche de C. perfringens isolée d’un porcelet mort d’entérite nécrotique. Par la suite, le 
séquençage de plusieurs gènes cpb2 d’origine bovine classés comme atypiques ou consensus par PCR 
(Herholz et al., 1999 ; Jost et al., 2005), a permis de mettre en évidence des différences de séquence 
en amont de la séquence codant pour la forme mature de CPB2 entre les souches issues de porcs et 
celles de bovins. Ces différences expliquent les difficultés rencontrées au début de ce travail pour 
amplifier l’entièreté du gène cpb2 d’origine bovine.  Ces séquençages ont également permis de 
confirmer, grâce à l’analyse du promoteur, que la CPB2 était une exoprotéine, sécrétée dans le milieu 
extracellulaire.  
Au niveau phylogénétique, 2 allèles différents (consensus et atypiques) ont été décrits pour le gène 
cpb2.  Au début des études sur cpb2, les allèles décrits comme « consensus » sont détectés chez des 
souches de porcs atteints d’entérite nécrotique alors que les allèles dits atypiques proviennent 
majoritairement de C. perfringens d’autres espèces animales, avec ou sans entérite, ou de porcelets 
sains. Les allèles consensus de cpb2 d’origine bovine sont extrêmement proches de la séquence cpb2 
du pCP13, plasmide d’une souche tellurique de C. perfringens de type A qui a été entièrement 
séquencée (Shimizu et al. 2002).  Il s’agit d’un cluster indépendant de celui des allèles consensus 
d’origine porcine.  Le gène cpb2h2 d’origine humaine est également proche de ce cluster d’allèles 
consensus d’origine non porcine.  Par contre, les allèles atypiques, d’origine bovine ou non, forment 
un cluster à part, plus éloigné phylogénétiquement des 2 autres clusters d’allèles consensus et 
incluant le cpb2h1 humain. Les allèles cpb2h1 et cpb2h2 ont été définis en fonction de leur 
organisation génétique spécifique. L’allèle cpb2h1 est sur le même plasmide que cpe et cpe est suivi 
d’une séquence d’insertion (IS) IS1151 alors que l’allèle cpb2h2 et le gène cpe sont sur deux 
plasmides différents, cpe étant suivi d’une IS1470-like.  
Ces évolutions légèrement divergentes pourraient avoir différentes explications.   
La première explication, proposée par Johannson et collègues (2006), serait liée à leurs origines 
géographiques différentes, chacune ayant évolué « indépendamment ». Cette hypothèse est 
cohérente pour les souches d’origine animale ou tellurique, moins mobiles que les souches 
humaines. Mais elle est mise en défaut par la proximité entre le cpb2 bovin consensus (belge), le 
cpb2 tellurique du pCP13 et le cpb2h2 d’origine humaine. 
Deux études avancent l’hypothèse d’une coévolution génétique associée à un contexte clinique 
particulier (Fisher et al., 2005 et Harrison et al., 2005).  Dans ces études, des souches des C. 
perfringens provenant de cas humains de diarrhée sporadique ou de cas associé à des traitements 
antibiotiques étaient très fréquemment porteuses de l’association des gènes cpe et cpb2, toujours 
sous forme plasmidique, alors que le gène cpe est principalement chromosomique au sein des 
souches responsables d’intoxication alimentaire (Smedley et al., 2004).  Mais cette hypothèse doit 
être nuancée suite à une étude de 2007 (Lahti et al., 2007) dans laquelle 25% des souches 
responsables d’intoxication alimentaire possédaient un gène cpe plasmidique.  
Une troisième hypothèse, qui rejoint la seconde, serait liée à une coévolution de la bactérie avec son 
hôte principal, comme cela a été suggéré par Justin et associés (2002) qui a mis en évidence des 
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différences de structure et d’activité entre des toxines alpha d’origine aviaire et celles provenant de 
mammifères. D’autres études vont également dans ce sens (Snel et al., 1995).  
Ces différentes hypothèses doivent être éprouvées en comparant un grand nombre de séquences 
issues d’espèces et de localisation géographique différentes et associées ou non à une pathologie 
clairement définie. 
1.3. Expression de CPB2 par les souches porteuses du gène 
 
1.3.1. Capacité d’expression 
Concernant la capacité des souches à exprimer la protéine-toxine CPB2, les premières études 
tendaient à prouver que seules les souches porteuses de l’allèle consensus de cpb2 et issues de porcs 
malades étaient capables de produire la toxine CPB2 en quantité détectable. Il a ensuite été 
démontré (Kircansky et al., 2012) que de nombreuses souches issues d’espèces animales différentes 
et porteuses de l’allèle consensus ou atypique étaient capables de produire la toxine CPB2, mais à 
des niveaux plus faibles. Une des hypothèses proposées pour expliquer cette différence était la 
possible dégradation de la toxine avant qu’elle n’ait pu être détectée, à cause de temps de culture 
longs (48h), de sa sensibilité aux protéases et/ou de niveaux de production supposés inférieurs 
comparés aux souches d’origine porcine. 
La possibilité, mise en évidence par Vilei et collègues (2005) de rétablir une phase de lecture (ORF) 
correcte chez des souches possédant 6 adénines au lieu de 7 en amont du « start » par un 
mécanisme de codons glissants a également ouvert de nouvelles perspectives.  La délétion d’une 
adénine fait apparaître un codon « stop » précoce, ce qui rendrait a priori ces souches incapables de 
produire la toxine CPB2 (Bueschel et al., 2003). Cette possibilité de rétablissement de la phase de 
lecture par codons glissants semble également exister au sein de souches cpb2+ d’origine bovine au 
vu des résultats de séquençages réalisés sur des allèles cpb2 de type consensus ou atypiques. Ce 
mécanisme, connu chez les bactéries et les virus, est régulièrement associé à des séquences polyA 
(Kerrigan et al, 2008 ; Dinman 2012 ; Gueguen et al., 2014). Les séquençages de cpb2 d’origine bovine 
ont également permis de mettre en évidence la présence d’un autre ATG, ou codon « start », au 
début de la phase de lecture et qui se situe donc dans une zone de divergence de séquence par 
rapport au gène de référence porcin. Cet autre codon start peut également rétablir une phase de 
lecture correcte. Ces deux observations sont cohérentes avec les résultats de ce travail dans lequel 
un nombre étonnamment élevé de souches cpb2+ de type atypique se sont montrées capables 
d’exprimer la toxine CPB2 à un niveau détectable par Western Blot.  
Au-delà de l’expression du gène, sa persistance au sein de souches de C. perfringens pose également 
question. En effet, la mobilité d’un gène est une caractéristique importante de son évolution. Le gène 
cpb2 est plasmidique (Gibert el al., 1997 ; Fisher, 2005) et les plasmides qui le portent peuvent être 
conjugatifs (Miyamoto et al., 2006 ; Sayed et al, 2007 ; Bannam et al., 2011).  Cpb2 peut également 
être associé à des séquence mobiles de type IS (Fisher et al., 2005 ; Harrison et al., 2005). Cette 
mobilité potentielle est à la fois une opportunité de se propager de souches en souches (in vivo) et 
un risque de perte notamment lors de manipulations stressantes comme des phases d’aérobiose 
(Popoff, communication orale). À l’inverse, Vilei et collègues (2005) considèrent le gène cpb2 comme 




stress).  Ce type de gène est en général stable et conservé, car il représente une capacité 
d’adaptation supplémentaire pour la bactérie. 
1.3.2. Niveau d’expression 
Il existe différents mécanismes de régulation qui peuvent influencer le couple cpb2-CPB2 et par 
conséquent le niveau de production de la toxine.  Parmi ceux-ci, la production de la toxine CPB2 est 
soumise à un contrôle positif du système de quorum sensing Agr-like notamment via le tandem 
virR/virS (Ohtani et al., 2009 ; Li et al., 2011 ; Vidal et al., 2012). Ces systèmes de régulation 
complexes sont influencés à la fois par le milieu interne de la bactérie (auto-induction : Kashiwagi et 
al., 2015) mais également par son environnement physico-chimique et bactériologique (Marchand et 
al., 2013), qui sera évoqué plus tard dans la discussion sur l’entérotoxémie. Les mécanismes de 
quorum sensing auxquels participent les systèmes Agr et Agr-like sont étudiés depuis de nombreuses 
années mais restent insuffisamment compris. Néanmoins, ils représentent une possibilité 
d’alternative à l’utilisation des antibiotiques, car ils pourraient permettre de réduire voire de 
contrôler l’expression des facteurs de virulence de nombreuses bactéries (Gray et al., 2013). 
L’expression de la toxine CPB2 est également stimulée lors de contact avec des cellules Caco-2 (de 
« type » intestinal, Vidal et al., 2009) ou, pour des souches d’origine équine, lors de mise en culture 
en présence d’antibiotiques de la famille des aminosides (Vilei et al., 2005). Par contre, un pH acide 
(4,5 à 7) va inhiber la production de toxine sans pour autant compromettre la viabilité des cellules 
productrices (Allaart et al., 2011).  
Si des études montrent qu’une majorité des gènes cpb2 sont exprimés (Kircanski et al., 2012), les 
scientifiques ne s’accordent par sur le ou les mécanisme(s) qui différencient les souches fortement 
ou faiblement productrices de CPB2. Certains plaident pour des différences au niveau de la 
transcription (Harrisson et al., 2005 ; Waters et al., 2005), avec des niveaux de mRNA faibles ou des 
mRNA instables chez les souches dont le niveau de production est faible voire insuffisant pour être 
détecté par les méthodes classiques comme le Western blot. D’autres penchent pour une régulation 
principalement au niveau de la traduction (Vilei et al., 2005), l’augmentation de la quantité de CPB2 
produite lors d’induction n’étant pas corrélée avec une augmentation des mRNA correspondants. Ces 
deux hypothèses ne sont pas contradictoires, l’augmentation de la traduction par induction pouvant 
toucher des souches possédant différents niveaux de mRNA. 
Les prédictions de structures primaires et secondaires en a.a. de la toxine CPB2 ne semblent pas 
présenter de variations majeures entre-elles, mais Kircanski et associés (2012) ont montré que lors 
d’utilisation d’anticorps monoclonaux, il pourrait exister des différences d’épitopes et donc de 
capacité de détection en fonction de l’anticorps utilisé. À ce jour, les essais de détermination de la 
structure tridimensionnelle de CPB2 par cristallographie n’ont pas permis de déterminer quels sont 
les résidus responsables de son antigénicité et/ou de son activité (Gurjar et al., 2007), comme cela a 
été fait pour la toxine CPA (Justin et al., 2002 ; Vachieri et al., 2010).  
Il reste d’autres points à éclaircir concernant la toxine CPB2, notamment son mode de libération in 
vivo, mode de libération qui pourrait la protéger et influencer sa toxicité (Fischer 2006) ou plus 
simplement sa structure tridimensionnelle évoquées ci-dessus. 
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1.4. L’alternative à la production de la protéine native  
Les difficultés à produire la toxine CPB2 native nous ont conduit à construire des protéines tronquées 
N- et C-terminales sur base de la séquence en acides aminés. Cela a permis d’augmenter les niveaux 
de production de protéines spécifiquement détectées par des anticorps anti-CPB2 et de produire des 
anticorps spécifiques capables de détecter CPB2. Ce type de construction a également été réalisé 
dans d’autres études dans un but d’immunisation in vivo avec des résultats encourageants chez la 
souris (Xu et al., 2005, Zeng et al., 2011) ou en culture de cellules de type intestinal (Zeng et al., 
2016). 
 
1.5. Implication de cpb2-CPB2 dans l’entérotoxémie bovine  
Dans les premières études réalisées sur des bovins ou plus récemment (Bueschel et al., 2003 ; Jost et 
al., 2005, Fohler et al., 2016), les gènes cpb2 étaient presque majoritairement identifiés comme 
atypiques et les souches semblaient faiblement capables, in vitro, d’exprimer la toxine à un niveau 
détectable par Western Blot.  
À l’inverse, dans le cadre de ce travail, l’étude de terrain réalisée sur des veaux d’élevage a mis en 
évidence (i) une dominance de gènes cpb2 de type consensus au sein de souches isolées de bovins 
morts d’entérotoxémie et (ii) la faculté de ces souches à exprimer la toxine à des niveaux détectables 
par Western blot. Cette capacité d’expression était élevée pour les souches porteuses de l’allèle 
consensus et non nulle pour les souches porteuses de l’allèle atypique.  
Ces différences de résultats peuvent notamment être liées au fait que les études de terrain ne ciblent 
pas les mêmes syndromes au départ.  Notre travail concernait exclusivement des cas 
d’entérotoxémie (mort brutale avec des lésions d’entérite hémorragique segmentaire, prélèvement 
en zone lésionnelle et comptage >106 CFU/ml) alors que dans d’autres études, les cas sélectionnés 
étaient plus vagues, répondant uniquement à la définition de « pathologie digestive associée à C. 
perfringens ».  De plus, les conditions de culture mises en œuvre (12 à 24h maximum en milieu 
anaérobie strict) pourraient aussi expliquer le meilleur taux d’expression de la toxine dans notre 
étude. Une étude de Kircansky et associés (2012) a également montré que la majorité des gènes cpb2 
dit atypiques étaient exprimés ou pour le moins possédaient les caractéristiques nécessaires pour 
l’être. 
L’étude sur les veaux de boucherie semble ne pas répondre aux mêmes règles concernant les 
comptages clostridiens, les allèles détectés ainsi que le lien entre les symptômes et lésions observés, 
impression renforcée par les travaux de Valgaeren et associés (2013). Comparé à l’élevage dit 
conventionnel, ce type d’élevage présente des caractéristiques spécifiques tant au niveau de 
l’alimentation que des stress imposés à ces animaux. En effet, de  jeunes veaux provenant de 
nombreux élevages différents sont regroupés et reçoivent un régime non physiologique pour leur 
âge : de grandes quantités de lactoremplaceurs et peu d’aliment solide. Ce régime a pour objectif un 





2. ÉTUDE DE L’ENTÉROTOXÉMIE  
L’entérotoxémie est une toxémie d’origine digestive au sens large. Notre travail concerne plus 
précisément l’entérotoxémie à Clostridium perfringens chez les bovins et l’implication éventuelle des 
souches cpb2+/CPB2+.  
Une première difficulté apparait quant à la possibilité de réellement comparer les études publiées 
sur l’entérotoxémie du bovin. En effet, vu le peu de publications incluant les informations sur les 
symptômes et lésions observés chez les animaux « cas » (entérotoxémie, entérite +/- nécro-
hémorragique, diarrhée, mort subite) et sur les méthodes utilisées pour identifier et éventuellement 
dénombrer les clostridies, il est souvent difficile voire impossible de confronter valablement les 
études réalisées. De plus, rares sont les études qui comportent une population témoin et lorsque 
c’est le cas, ces témoins sont rarement bien caractérisés (abattus, morts d’une autre pathologie, etc).  
2.1. Aspects bactériologiques de l’entérotoxémie bovine 
Concernant l'aspect bactériologique, la question du mode d'amplification de la population 
clostridienne et de son impact réel en cas d'entérotoxémie est débattue depuis longtemps (Manteca 
et al., 2004 ; Valgaeren et al., 2013).  
2.1.1. Facteurs déclenchants - Initiation 
De nombreuses études se sont intéressées aux facteurs déclenchant la multiplication anarchique des 
C. perfringens. Très souvent associée à des changements brutaux principalement de nature 
alimentaire (Valgaeren et al., 2013), l’initiation de cette multiplication n’a jusqu’à présent pas pu être 
reproduite en conditions expérimentales. Elle suppose des conditions avantageuses pour C. 
perfringens au sein de l’intestin et de sa flore. Ces conditions peuvent être de nature diverse comme 
un meilleur accès aux nutriments avec compensation de l’auxotrophie (Liu et al., 2010) et/ou un 
appauvrissement de la flore compétitrice (McFarland, 2008 ; Luzina et Lareva, 2013) qui favoriserait 
les clostridies elles-mêmes, ou une diminution des protéases à l’avantage de certaines toxines 
clostridiennes. 
Un ralentissement du transit intestinal voire un iléus serait favorable à la multiplication des 
clostridies (Manteca et al., 2003) de même que la petite taille des particules alimentaires ou 
l’augmentation de la viscosité du bol alimentaire (Timbermont et al., 2011). Néanmoins, l’iléus 
pourrait aussi être une conséquence des lésions du système nerveux autonome intestinal associées à 
l’entérotoxémie (Manteca et al., 2002).  
Parmi les situations qui pourraient favoriser la compensation de l’auxotrophie des C. perfringens on 
peut citer les troubles alimentaires, ou erreurs de ration à l’origine d’un excès de protéines ou 
d’hydrates de carbone au niveau intestinal. Ces nutriments étant alors accessibles aux clostridies 
suite au dépassement des capacités de digestion ou d’absorption du tube digestif (Timbermont et 
al.,2011 ; Valgaeren 2015). De plus, en cas d’excès de protéines, celles-ci peuvent monopoliser les 
protéases digestives, ce qui va réduire la destruction de certaines toxines clostridiennes.  La présence 
d’agents infectieux induisant des lésions cellulaires et un état inflammatoire ou perturbant l’effet 
protecteur du biofilm intestinal pourrait également améliorer l’accès des clostridies à des nutriments 
essentiels propices à leur multiplication. Cette hypothèse est appuyée par des études récentes sur le 
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rôle des coccidies chez la volaille (Timbermont et al., 2011), et de Giardia chez l’homme (Buret et al., 
2015 communication orale SNGTV 2016) en association avec des clostridies. 
Concernant les flores inhibitrices ou compétitrices, plusieurs études ont démontré que des bactéries 
de la flore commensale étaient capables de limiter la prolifération des clostridies par différents 
mécanismes (Kizerwetter-Swida et Binek, 2005, 2015). Certaines agissent directement sur la 
multiplication des clostridies en modifiant le milieu (pH, H2O2) ou en produisant des bactériocines 
(Naaber et al., 2004 ; Teo et al., 2005 ; Klose et al., 2010). D’autres agissent sur la toxinogenèse des 
clostridies (Allaart et al., 2011 ; Woo et al., 2011, Schoster et al., 2013) ou modulent la réaction 
inflammatoire et immunitaire stimulée par les clostridies (Chen et al. 2006 ; Cao et al., 2012). 
D’autres enfin comme E. coli Nissle1917 agissent sur différents éléments du métabolisme clostridien 
(Jiang et al., 2014). L’altération de ces flores compétitrices, suite à un désordre alimentaire ou un 
traitement antibiotique, peut être à l’origine d’une prolifération anarchique de C. perfringens.  
De plus, comme C. perfringens est capable de produire un biofilm, seule ou en association avec 
d’autres agents pathogènes (Fox et al., 2014) ces souches pourraient être moins exposées aux 
agressions des autres bactéries ou des antibiotiques.  
2.1.2. Type d’amplification : mono ou polyclonale 
Au-delà des facteurs initiant la multiplication de C. perfringens, il faut aussi déterminer s'il s'agit 
d'une multiplication multi ou monoclonale. À l'heure actuelle, l'amplification clonale ou 
l'amplification préférentielle de certains clones possédant des propriétés intéressantes est 
l'hypothèse la plus plausible. Plusieurs éléments plaident en ce sens. D’abord, l’amplification clonale 
a été démontrée dans le cas de l'entérite nécrotique de la volaille (Gholamiandekhordi et al., 2006 ; 
Chalmers et al., 2008, Timbermont et al., 2011), pathologie présentant des points communs avec 
l’entérotoxémie bovine. Ensuite, au cours de ce travail, chez les bovins d’élevage traditionnel morts 
d’entérotoxémie, lorsque le gène cpb2 était détecté, il l’était dans la majorité des souches testées 
chez un même animal (Lebrun et al., 2007). Enfin, les plasmides porteurs de cpb2 peuvent être des 
plasmides conjugatifs, ce qui permet un transfert rapide d'une souche à l'autre au sein de la flore 
(Miyamoto et al., 2006 ; Bannam et al., 2011).  Cependant, une étude récente sur anses ligaturées, 
réalisée sur des veaux de boucherie, tend plutôt à montrer une amplification de l’ensemble de la 
population clostridienne (Valgaeren, données non publiées). 
S’il s’agit effectivement d’une multiplication clonale ou « pauci-clonale », il reste à déterminer 
pourquoi un clone est amplifié au détriment des autres.  
La cinétique de toxinogenèse de C. perfringens fournit probablement une réponse partielle à cette 
question. En effet, la production de toxines par C. perfringens est particulièrement précoce comparée 
à d'autres genres bactériens. Cette précocité est en partie expliquée par l’auxotrophie de C. 
perfringens (Schotte et al., 2004 ; Jost et al., 2006). Cette auxotrophie la contraint à se procurer, au 
départ de son environnement immédiat, certains éléments essentiels à sa croissance qu’elle est 
incapable de produire elle-même.  Les clones les plus aptes à tirer profit rapidement et efficacement 
de leur environnement sont probablement favorisés. Le bagage enzymatique des souches a donc son 
importance, tant pour l’accès aux nutriments que pour l’initiation du processus pathologique. Ce 
dernier point remet en cause la hiérarchisation des toxines en majeures ou mineures. Plusieurs 




protéolytiques dans les étapes essentielles de l’initiation des lésions et de la colonisation intestinale 
par C. perfringens (Olkowski et al, 2008, Li et al. 2011, Timbermont et al., 2011). Une étude récente 
(Prescott et al., 2016) a également montré l’importance de ces enzymes (glycoside hydrolases) dans 
l’initiation des lésions d’entérite nécrotique chez la volaille. D’autres ont démontré l’action 
synergique de toxines dites majeures et mineures (Verherstraeten et al., 2013 et 2015).  
La capacité à inhiber le développement des autres souches de façon intra-spécifique par la 
production de bactériocines comme la Perfrin, semble être une autre technique utilisée par C. 
perfringens dans certaines circonstances (Barbara et al., 2008 ; Timbermont et al., 2009 ; Timbermont 
et al. 2014) et il n’est pas exclu que la toxine CPB2 puisse agir de la sorte, notamment si on se réfère 
à son possible effet délétère sur la membrane externe des E. coli BL21 Codon+ RIL ou à la difficulté 
d’obtenir des quantités élevées de CPB2 en Bacillus subtilis comme en E. coli.  
Il n’est pas exclu non plus que C. perfringens agisse en synergie avec d’autres bactéries, notamment 
Escherichia coli (Morris et al., 2011), voire avec d’autres types d’agents pathogènes comme Candida 
(Fox et al., 2014), Giardia (Buret 2015), ou avec des coccidies (Timbermont et al. 2011). Les unes 
créant des conditions favorables au développement des autres. 
En cas de toxicité, on ignore donc à l’heure actuelle, si cette toxicité est dirigée uniquement contre 
les cellules intestinales (Gibert et al., 1997 ; Allaart et al., 2014) ou aussi contre d’autres membres de 
la flore commensale dans un contexte de compétition interspécifique (Schoster et al., 2013). 
2.2. Aspects toxiniques de l’entérotoxémie bovine 
Sur base des études récentes (Allaart et al., 2014 ; Zeng et al. 2016) et des difficultés à reproduire des 
lésions ou symptômes au départ de la toxine CPB2, celle-ci n’est clairement pas impliquée seule dans 
la genèse de l’entérotoxémie bovine. Elle pourrait agir dans certaines circonstances seulement et, en 
synergie ou en cascade avec d'autres toxines et/ou enzymes, les unes préparant le terrain ou 
optimisant l'effet des autres (Fernandez-Miyakawa et al., 2008 ; Olkowski et al., 2008 ; Timbermont 
et al., 2009 ; Li et al., 2011). Les potentiels co-effecteurs de CPB2 sont nombreux. Pour les toxines on 
peut citer CPA (Manteca et al. 2002 ; Cooper et al., 2010), CPE (Fisher et al., 2005 ; Harrison et al., 
2005), Cna (Jost et al., 2006) et NetB (Keyburn et al., 2010 ; Hibberd et al, 2011 ; Prescott et al., 
2016), Tpel (Coursodon et al., 2012; Pauillac et al., 2013 ; Chen et al.,  2015). Concernant les trois 
dernières toxines, leur présence chez le bovins sains ou malades n’a pas encore été étudiée.  En ce 
qui concerne CPE, elle n’a jamais été détectée parmi les souches bovines étudiées dans ce travail, ou 
dans des travaux antérieurs réalisés dans notre laboratoire (Daube et al. 1994 ; Daube et al., 1996).  
Il se peut également que CPB2 soit produite dans un microenvironnement, entre des cellules 
intestinales et clostridiennes, où elle serait partiellement protégée puisqu’elle est sensible à divers 
éléments comme l’oxygène, la trypsine et la chaleur (Gibert et al., 1997 ; Fischer, 2006).  Vidal et 
associés (2009) ont montré que le contact avec des cellules intestinales de type Caco2 induisait 
l’expression rapide de plusieurs toxines clostridiennes, dont CPB2 (Uzal et McLane, 2011).  Il a 
également été démontré que  les C. perfringens ont la capacité d’adhérer à certaines molécules de la 
matrice extracellulaire intestinale, surtout les souches pathogènes, ou à des cellules de « type 
intestinal », comme les Caco2, mais dans ce cas,  sans que cela semble systématiquement lié à la 
virulence de la souche (Martin et Smyth, 2010 ; Li et Mc Lane, 2014). Les enzymes produites 
précocement lors de la toxinogenèse pourraient participer à ce phénomène en permettant aux 
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clostridies d’avoir un contact intime avec les cellules ou la matrice extracellulaire de l’intestin 
(Olkowski et al., 2008 ; Verhertraeten et al., 2013). Il en va de même pour les souches capables de 
former un biofilm, situation qui semble stimuler la formation de pili se fixant à la matrice extra-
cellulaire (Varga et al., 2008). Ces différents éléments rendent plausible l’hypothèse d’un 















Ce travail a permis de caractériser les différents allèles présents au locus cpb2 de souches de C. 
perfringens bovines et de produire et purifier une toxine CPB2 recombinante. Utilisée comme 
antigène dans un processus d’hyperimmunisation, elle nous a permis d’obtenir un antisérum 
polyclonal spécifique à visée diagnostique.  Les 2 études de terrain réalisées ensuite ont révélé une 
situation très différente selon la spéculation envisagée.  Les différences observées entre les études 
sur des veaux d’élevage conventionnel (Lebrun et al., 2007) d’une part, et sur des veaux de boucherie 
(Muylaert et al., 2010 ; Valgaeren et al. 2013) d’autre part, suggèrent que la toxine CPB2 pourrait 
jouer un rôle dans la physiopathologie de l’entérite nécro-hémorragique chez les bovins, mais dans 
certaines circonstances seulement, lesquelles semblent réunies chez les veaux d’élevage. Il pose donc 
la question de la définition précise de l’entérotoxémie bovine et de son lien avec le type d’élevage 
considéré. 
Dans le futur, l’étude des flores digestives et de leur complexe équilibre permettra de mieux 
comprendre la physiopathologie de l’entérotoxémie et de nombreuses autres pathologies, digestives 
ou non.  
À l’échelle des populations microbiennes, à côte des modèles d’anses ligaturées, les puces ADN (Al-
Khaldi et al., 2004), la métagénomique (Pitta et al., 2016) et les tubes digestifs artificiels (SHIME, 
Marzorati et Van de Wiele 2016) offrent de nouvelles perspectives concernant l’étude des flores et 
leurs dynamiques. En biologie moléculaire, le séquençage à haut débit et les progrès en protéomique 
permettront d’améliorer la compréhension de la diversité au sein même d’une espèce bactérienne 
ainsi que l’influence que certaines espèces exercent l’une sur l’autre. En ce qui concerne le couple 
cpb2-CPB2 et sa phylogénie, le séquençage d’un grand nombre de séquences dont l’origine 
géographique et clinique est clairement caractérisée serait nécessaire. Ainsi que l’étude des 
associations génétiques qui peuvent exister entre cpb2 et d’autres gènes, tels que cpe (Fisher et al., 
2005). 
La combinaison de ces différentes techniques permettra, de déterminer quel type et quelle cinétique 
d’amplification subissent les C. perfringens en cas d’entérotoxémie. Peut-être également, de définir 
certains facteurs susceptibles de déclencher cette croissance exponentielle, des études récentes 
ayant permis de dégager certaines pistes liées à l’alimentation des veaux et sa composition 
(Valgaeren, 2015). L’étude des facteurs qui conduisent à la production des toxines, dont CPB2, 
méritent également d’être approfondie. En effet, la production des toxines clostridiennes dépend de 
multiples facteurs de régulation, positifs ou négatifs notamment via le quorum sensing (Hiscox et al., 
2011).   
Ces différentes avancées dans la compréhension du microbiote digestif et de son dynamisme 
ouvriront des perspectives en termes de contrôle de l’équilibre des flores commensales et par 
conséquent en termes de prévention de diverses pathologies digestives et métaboliques. Qu’il 
s’agisse de vaccins, de pré- ou de probiotiques, ces approches préventives sont stratégiques dans un 
contexte où l’usage non raisonné des antibiotiques est fortement remis en cause alors que la taille 
des élevages et les risques sanitaires associés tendent à augmenter. 
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